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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Slaba topljivost farmaceutika jedan je od glavnih izazova pri razvoju novih lijekova, buduc¢i da
je otprilike 70 % novih kandidata za lijekove te 40 % lijekova na trzistu klasificirano kao slabo
topljivo. Slaba topljivost lijekova utje¢e na brzinu oslobadanja lijeka u organizmu $to uzrokuje
losu bioraspolozivost i povecanje doze lijeka. Stoga je od velikog interesa razvijanje razliCitih
strategija poboljSanja topljivosti lijekova, kao Sto su kristalne modifikacije, amorfizacija te
koriStenje raznih nosaca, kao $to su ciklodekstrini.t

Ciklodekstrini su ciklicki oligosaharidi koji se sastoje od hidrofobne Supljine i hidrofilne
vanjske povrsine. Zbog svoje strukture koja sli¢i krnjem stoscu, mogu graditi inkluzijske
komplekse s razli¢itim spojevima, ¢ime mogu utjecati na fizikalno-kemijska svojstva tih
spojeva, kao §to su topljivost i stabilnost.? Zbog sposobnosti poveéanja topljivosti lijekova, a
time i njihove bioraspolozivosti, ciklodekstrini su od velikog interesa pri razvoju novih
farmaceutskih formulacija.’

Loratadin je antihistaminik druge generacije koji se koristi za ublazavanje simptoma
alergijskog rinitisa.* Loratadin je slaba baza, ¢ija je vrijednost pKa u rasponu 4,85 — 6,00. Zbog
slabe topljivosti, od velikog su interesa istrazivanja poboljSanja topljivosti loratadina,
ukljuéujuéi i kompleksiranje s ciklodekstrinima.*®

U okviru ovog rada istrazen je utjecaj B-ciklodekstrina i njegovih derivata (hidroksipropil-
B-ciklodekstrin, nasumi¢no metilirani B-ciklodekstrin te alkilsulfonirani B-ciklodekstrin) na
topljivost loratadina u vodi i simuliranim biorelevantnim medijima. Nadalje, pripremljeni su
binarni sustavi loratadina i navedenih ciklodekstrina u ¢vrstom stanju mljevenjem i suSenjem
rasprSivanjem, te okarakterizirani raznim analitickim tehnikama. Takoder je istraZen i utjecaj
ciklodekstrina na brzinu in vitro otapanja loratadina. Odabranim sustavima sa poboljsanim
svojstvima istrazen je utjecaj ciklodekstrina na stabilnost loratadina prilikom prisilne
razgradnje i pri uvjetima ubrzane razgradnje, kao i fotostabilnost. Rezultati dobiveni u ovome
radu daju detaljan uvid u mehanizam nastajanja inkluzijskih kompleksa loratadina i

ciklodekstrina, te time omogucuju razvijanje novih formulacija poboljSanih svojstava.
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§2. LITERATURNIPREGLED

2.1. Slabo topljivi lijekovi

Zadnjih nekoliko desetlje¢a u razvoju novih djelatnih tvari sve se vise koriste inovativne
racunalne metode, kojima se na temelju podataka o jakim hidrofobnim interakcijama izmedu
lijeka i receptora predlazu novi kandidati za visokoucinkovite lijekove. Medutim, veliki
nedostatak ovakvog pristupa je Gesto losa topljivost novo razvijenih lijekova.® U proteklom
desetljecu je vise od 70 % kandidata za nove lijekove, te 40 % lijekova na trzistu, klasificirano

kao slabo topljivo (slika 1).

Lijekovi na trzistu Kandidati lijekova

mKlasal ®mKlasall mKlasalll = KlasalV mKlasal = Klasall = Klasalll = KlasalV

Slika 1. Podjela lijekova na trzistu i kandidata za nove lijekove prema skupinama
biofarmaceutskog sustava klasifikacije, gdje slabo topljivi lijekovi pripadaju skupinama Il i
V&

Niska topljivost farmaceutika predstavlja jedan od glavnih problema pri razvoju novih lijekova
i formulacija. Razvoj formulacija za oralnu primjenu od velikog je interesa u farmaceutskoj
industriji budu¢i da je ovaj nain primjene aktivne tvari ekonomski isplativ, prihvatljiv
pacijentima zbog jednostavnosti primjene, te omogucuje fleksibilnost doziranja. Medutim,
glavni nedostatak je moguca niska bioraspolozivost uzrokovana slabom topljivosti ili
permeabilnosti djelatne tvari.® U tom slucaju potrebno je poveéati dozu aktivne tvari kako bi se
osigurala dovoljna koncentracija u plazmi, $to moze uzrokovati toksi¢nost ili probleme pri

proizvodnji, kao $to su naru$ena svojstva formulacije ili poveéanje troskova proizvodnje.t
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2.1.1. Biofarmaceutski sustav klasifikacije lijekova

Biofarmaceutski sustav klasifikacije lijekova (engl. Biopharmaceutics Classification System,
BCS) je sustav koji se koristi za klasifikaciju lijekova na temelju njihove topljivosti i
permeabilnosti. Visokom permeabilno$¢u smatra se kada je apsorbirano barem 90 %
primijenjene doze, a dobrom topljivos¢u kada je najveca primijenjena doza aktivne tvari
otopljena u 250 mL (ili manje) vodene otopine u rasponu pH-vrijednosti 1 — 7,5 pri 37 °C.19
Prema sustavu BCS, lijekovi su podijeljeni u Cetiri skupine, gdje u prvu skupinu pripadaju
lijekovi dobre topljivosti i visoke permeabilnosti, u drugu skupinu pripadaju lijekovi slabe
topljivosti i visoke permeabilnosti, u trecu lijekovi dobre topljivosti i niske permeabilnosti, a u
&etvrtu skupinu pripadaju lijekovi slabe topljivosti i niske permeabilnosti (slika 2).! Ove &etiri
skupine predstavljaju Cetiri mogucénosti in vitro-in vivo korelacije (engl. in vitro-in vivo
correlation, IVIVC), te se stoga sustav BCS moze koristiti za predvidanje in Vvivo

farmakokineti¢kih svojstava lijeka, na temelju njegove permeabilnosti i topljivosti.®°

[ Biofarmaceutski sustav Klasifikacije ]

Klasa II Klasa I

Niska topljivost Visoka topljivost
Visoka permeabilnost Visoka permeabilnost

Klasa IV Klasa ITI

Niska topljivost Visoka topljivost
Niska permeabilnost Niska permeabilnost

Permeabilnost ——>

—
o

Topljivost
Slika 2. Biofarmaceutski sustav klasifikacije lijekova

Biofarmaceutski sustav klasifikacije priznat je od strane regulatornih agencija poput Americke
agencije za hranu i lijekove (engl. U.S. Food and Drug Administration, FDA), Svjetske
zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization, WHO) i Europske agencije za
lijekove (engl. European Medicines Agency, EMEA), te omogucuje koristenje rezultata
ispitivanja brzine in vitro otapanja kako bi se odredila bioekvivalencija lijeka, te izbjegli skupi

i dugotrajni in vivo eksperimenti.t°

Marijana Pocrni¢ Doktorska disertacija



8 2. Literaturni pregled 4

2.1.2. Strategije poboljsanja topljivosti slabo topljivih lijekova

Budu¢i da niska topljivost potencijalnih lijekova moze znacajno utjecati na svojstva i pripremu
farmaceutskih formulacija, od zna¢ajnog je interesa razvijanje strategija poboljSanja topljivosti
potencijalnih lijekova. Postoje razli¢iti na¢ini na koje se moze povecati topljivost lijekova, a
mogu se podijeliti na kemijske i fizikalne modifikacije. Osim razli¢itih modifikacija, moguce
su i promjene u na¢inu primjene.’ 8

Kemijske modifikacije ukljucuju prevodenje aktivne tvari u sol te sintezu predlijekova.
Buduci da bazi¢ne ili kisele djelatne tvari imaju manju topljivost u vodi od njihovih soli, jedna
od najcescih strategija poboljSanja topljivosti je uvodenje protuiona te prevodenje djelatne tvari
u sol.*2 Drugi na¢in kemijskih modifikacija je sinteza predlijekova, neaktivnih spojeva koji se
kemijski ili enzimski prevode u bioloski aktivne spojeve. Strategije sinteze predlijekova
ukljucuju uvodenje polarnih skupina, kao $to su fosfati ili esteri, ili uvodenje promjena u
kristalnu strukturu lijeka.t®

Fizikalne modifikacije ukljucuju kristalne modifikacije, poput prevodenja aktivne tvari u
metastabilne polimorfe ili kokristale te morfoloske promjene poput smanjenja veli¢ine Cestica
lijeka.l'* Kokristali su visekomponentni sustavi koji se sastoje od aktivne djelatne tvari i
farmaceutski prihvatljivih tvari koje su povezane nekovalentnim interakcijama. Od velikog su
interesa u farmaceutskoj industriji budu¢i da mogu poboljsati svojstva djelatne tvari, poput
topljivosti.’>® Budu¢i da topljivost aktivne tvari ovisi i 0 morfoloskim svojstvima Gestica,
smanjenje veli¢ine Cestica takoder moZe znacajno povecati topljivost zbog povecanja povrsine
u doticaju s otapalom. Stoga je usitnjavanje materijala, najces¢e upotrebom mlina, jedna od
Cesto koriStenih strategija za poboljSanje topljivosti. Medutim, zbog moguce aglomeracije
Zestica, nekad je nuzna i upotreba surfaktanta za povecéanje efektivne povrsine.! Uporabom
homogenizatora pod visokim tlakom i kontrolirane precipitacije, moguée je dobivanje
nanokristala koji se potom dispergiraju u inertne nosafe te se time dobiju kristalne
nanosuspenzije poboljsanih svojstava.t

Osim kristalnih modifikacija 1 smanjenja veli€ine Cestica, od velikog je interesa i koriStenje
razli¢itih nosaca. Primjerice, u ¢vrstim disperzijama aktivna tvar u ¢vrstom stanju dispergira se
u hidrofilnom i neaktivnom nosa¢u ili matrici.*” Primjeri ¢vrstih disperzija su eutekti¢ne smjese,
&vrste otopine i amorfhni precipitati u kristalnom nosacu.'® Uporabom surfaktanta u vodenim
otopinama nastaju micele koje mogu u svoju lipofilnu unutrasnjost uklopiti djelatnu tvar te joj

t.19

na taj nacin povecati topljivost.”” Relativno nova metoda poboljsanja topljivosti zasniva se na
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tehnologiji samo-emulzificirajucih sustava za isporuku lijekova (engl. self-emulsifying drug
delivery systems, SEDDS), vrsti lipidnih sustava s aktivhom tvari koji se emulzificiraju u
gastrointestinalnom traktu.® Jos jedan potencijalni nosa¢ su ugljikove nanocijevi, koje mogu u
svoju unutras$njost uklopiti male molekule, ili mogu pomoc¢u funkcijskih skupina na svojoj
povrsini vezati razli¢ite molekule.?%%

Metaloorganske mreze (engl. metal-organic frameworks, MOF) imaju potencijalnu
primjenu pri razvoju novih formulacija s poboljSanim svojstvima. To su porozni sustavi koji se
sastoje od organskih liganada i metalnih iona ili metalnih kompleksa povezanih u

dvodimenzijske ili trodimenzijske mreze.?%%2

2.2. Ciklodekstrini

Ciklodekstrini (CD) su cikli¢ki oligosaharidi koji se dobivaju iz $kroba pomocu enzima CD
glikoziltransferaze. Prirodni ciklodekstrini sastoje se od Sest (a-CD), sedam (B-CD), odnosno
osam (y-CD) D-glukoznih podjedinica, medusobno povezanih a-1,4-glikozidnom vezom.
Strukturom nalikuju na krnji stoZac gdje se na uZem obodu nalaze primarne, a na Sirem obodu
sekundarne hidroksilne skupine. Ovakva struktura uzrokuje hidrofilnu vanjsku povrsinu
ciklodekstrina 1 hidrofobnu unutrasnjost Supljine, §to omogucuje uklapanje razli¢itih molekula
u Supljinu i stvaranje inkluzijskih kompleksa.??® Na slici 3 prikazane su strukture prirodnih
ciklodekstrina a-CD, B-CD 1 y-CD.

1.37 nm

0.78 nm

a-CD B-CD y-CD

Slika 3. Strukture i dimenzije prirodnih ciklodekstrina?®

Prirodni ciklodekstrini, osim u veli¢ini centralne Supljine razlikuju se i u topljivosti (tablica 1).
lako svi prirodni ciklodekstrini imaju ogranic¢enu topljivost, ovaj efekt je posebno izrazen kod
B-CD. Zbog intramolekulskih veza izmedu susjednih C2 i C3 atoma dolazi do nastajanja tzv.

sekundarnog pojasa $to utjece na rigidnost strukture i smanjuje moguénost nastajanja vodikovih
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veza s molekulama otapala. Za razliku od B-CD, a-CD nema potpuni sekundarni pojas, a y-CD

nema koplanarnu strukturu, $to objasnjava njihovu veéu topljivost naspram B-CD.>%*

Tablica 1. Fizikalno-kemijska svojstva prirodnih ciklodekstrina?23

a-CD B-CD y-CD
Broj glukopiranoznih podjedinica 6 7 8
Promjer unutarnje upljine / A 47-53 6,0-6,5 75-8,3
Broj donora vodikove veze 18 21 24
Broj akceptora vodikove veze 20 35 40
Topljivost pri 25 °C/ mg mL*! 145 18,5 232
Molarna masa / g mol™! 972,84 1134,98 1297,12

Kako bi se povecao solubilizacijski potencijal ciklodekstrina, primjenjuju se i njihovi derivati,
gdje su sekundarne i/ili primarne hidroksilne skupine zamijenjene raznim funkcijskih
skupinama. Time se povecavaju interakcije s molekulama otapala te se posljedi¢no povecava i
topljivost vise od 100 puta. U farmaceutskoj industriji od velikog su znacaja nasumicno
metilirani, hidroksipropilirani te sulfobutileter ciklodekstrini.?*? U tablici 2 prikazana su
fizikalno-kemijska svojstva B-CD i njegovih derivata: nasumi¢no metiliranog B-CD (engl.
randomly methylated f-CD, RM-B-CD), 2-hidroksipropil B-CD (engl. 2-hydroxypropyl f-CD,
HP-B-CD) i natrijeve soli sulfobutil eter 3-CD (engl. sulfobutyl ether sodium salt 5-CD, SBE-
-CD) koji su koristeni u ovom radu.

Tablica 2. Usporedba fizikalno-kemijskih svojstava B-CD i nekih njegovih derivata?

p-CD HP-g-CD RM-g-CD | SBE-B-CD
Supstituent -H -CH2CHOHCH;s -CH3 -(CH2)4SOsNa
Stupanj supstitucije 0 2,8—-10,5 9,7-13,6 6,2—6,9
Promjer unutarnje Supljine /A | 6,0 -6,5 6,0 - -
Broj donora vodikove veze 21 25 9 21
Broj akceptora vodikove veze 35 39 35 35
Topljivost pri 25°C/mgmL?t | 185 >1200 >500 >1200

Derivati prirodnih ciklodekstrina su amorfne smjese s razliitim stupnjevima supstitucije (engl.
degree od substitution, DS) $to znatno utjeCe na njihova svojstva I mogucnost nastajanja
inkluzijskih kompleksa. Primjerice, RM-B-CD ima najvecu topljivost kada mu je stupanj
supstitucije 14.2” Stupanj supstitucije takoder moZe utjecati na solubilizacijski potencijal
derivata ciklodekstrina. Malaga i sur. istrazili su utjecaj stupnja supstitucije HP-B-CD na
topljivost nekoliko spojeva. Uoceno je da povecanje ili smanjenje topljivosti spojeva u

prisutnosti razli¢ito supstituiranih HP-B-CD ovisi i 0 strukturama ispitivanih spojeva.
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Primjerice, za tolfanat je uo¢eno povecanje topljivosti povecanjem stupnja supstitucije HP-f3-
CD, a na primjeru kolesterola uo¢eno je najvece povecanje topljivosti pri stupnju supstitucije
7, dok je za manje i veée stupnjeve supstitucije uodeno smanjenje topljivosti.?®

Prirodni ciklodekstrini i njihovi derivati su u otopini stabilni u neutralnim i bazi¢nim
uvjetima, a u kiselim uvjetima su podlozni hidrolizi pri ¢emu je glavni razgradni put otvaranje
prstena. Prirodni ciklodekstrini su otporni na razgradnju -amilazom, ali sporo hidroliziraju u
prisutnosti a-amilaze, enzima koji se lu¢i u Zlijezdama slinovnicama i gusSteraci. Brzina
hidrolize ovisi o veli¢ini ciklodekstrina, te su a-CD i B-CD prakticki stabilni, dok se y-CD brzo
razgraduje u prisutnosti a-amilaze. Stoga se y-CD potpuno razgraduje u gastrointestinalnom
traktu, dok su a-CD i B-CD te derivati ciklodekstrina podlozni bakterijskoj razgradnji u
debelom crijevu. U pravilu, slobodni ciklodekstrini se brZze razgraduju od ciklodekstrina
vezanih u kompleks.?

Zbog svoje hidrofilnosti i podloznosti bakterijskoj razgradnji, ciklodekstrini imaju veoma
nisku oralnu bioraspolozivost (manju od 4 %). Budu¢i da se ne apsorbiraju u
gastrointestinalnom traktu, vecina ciklodekstrina nije toksi¢na nakon oralne primjene. Jedini
izuzetak je RM-B-CD, zbog vece lipofilnosti i manjeg broja donora vodikove veze, $to
povecava njegovu bioraspolozivost (do 12 %). Za parenteralnu primjenu nisu pogodni -CD,
zbog svoje niske topljivosti i potencijalne nefrotoksi¢nosti, te metilirani derivati f-CD.2%2°

Prirodni ciklodekstrini su pocetkom 2000-ih godina proglaseni sigurnima za primjenu (engl.
generally recognized as safe, GRAS) od strane agencije FDA, a ukljuceni su i u razli¢ite
farmakopeje, primjerice Europsku i Japansku farmakopeju. Osim prirodnih ciklodekstrina, u
farmakopeje su ukljuceni i neki njihovi derivati, kao $to su HP-B-CD i SBE-B-CD.2?

Zbog mogucnosti uklapanja razli€¢itih molekula u svoju Supljinu, ciklodekstrini imaju
primjenu u razli¢itim granama industrije. Budu¢i da mogu znacajno poboljsati topljivost,
stabilnost i1 bioraspolozivost lijekova te zbog svoje niske toksi¢nosti, od velikog su interesa u
farmaceutskoj industriji pri razvoju novih oralnih formulacija lijekova.?*3! Formulacije s
ciklodekstrinima kao pomo¢nim tvarima postoje na trzistu jos od 1976.g., kada se u Japanu na
trzistu pojavio lijek Prostarmon E™, formulacija koja se sastojala od prostaglandina E2 i -
ciklodekstrina. Broj formulacija s ciklodekstrinima kontinuirano raste, a trenutno je odobreno
otprilike 130 formulacija s prirodnim ciklodekstrinima i njihovim derivatima.®? Osim njihove
uloge kao pomocna tvar, ciklodekstrini pokazuju i potencijal kao aktivna tvar u formulacijama.

Buduc¢i da stvaraju komplekse s toksi¢nim tvarima, mogu se koristiti za njihovo uklanjanje te
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spre¢avanje njihove akumulacije u organizmu. Najpoznatiji primjer ovakvih formulacija je
Sugammadex, poznatiji pod imenom Bridion®, koji kao aktivnu tvar sadrzi derivat y-
ciklodekstrina, te se koristi kao selektivni blokator migiénih relaksansa poput vekuronija.
Osim u farmaceutskoj industriji, ciklodekstrini se koriste i u kozmeti¢koj industriji u
formulacijama koje omoguéuju odgodeno otpustanje aktivnih sastojaka.?® U zadnjih nekoliko
godina ciklodekstrini pokazuju potencijalnu primjenu u uklanjanju zagadivala u vodi i tlu, kao
$to su teski metali i pesticidi.>**® U prehrambenoj industriji koriste se za pobolj$anje stabilnosti
vitamina, boja i aroma.*® U tekstilnoj industriji ciklodekstrini imaju potencijalnu primjenu u
procesu bojanja tekstila buduc¢i da omogucuju bolju ujednacenost i intenzitet boje te smanjenje
utroska boje. Takoder se koriste u razvoju medicinskih tekstila kao alternativni pristupi

lije¢enju bakterijskih infekcija, s ciljem suzbijanja otpornosti bakterija na antibiotike.3’

2.3. Inkluzijski kompleksi s ciklodekstrinima

Ciklodekstrini u otopini mogu tvoriti inkluzijske komplekse uklapanjem hidrofobnih molekula
ili njihovih lipofilnih dijelova u centralnu hidrofobnu Supljinu. Ovaj proces ne ukljucuje
kovalentne interakcije izmedu molekula lijeka i ciklodekstrina, ve¢ dolazi do nastajanja
vodikovih veza, te van der Waalsovih i hidrofobnih interakcija. Stoga su uklopljene molekule
u ravnoteZi sa slobodnim molekulama u otopini (slika 4).2*? U veoma razrijedenim otopinama,
inkluzijski kompleksi su jedina ili dominantna vrsta interakcija izmedu lijeka i ciklodekstrina.
Medutim, kada su prisutne vece koncentracije ciklodekstrina, dolazi do njihove agregacije, te

su u otopini prisutne razli¢ite neinkluzijske vrste interakcija.>3®

K

DOMACIN GOST INKLUZIJSKI KOMPLEKS

Slika 4. Shematski prikaz nastajanja inkluzijskog kompleksa izmedu ciklodekstrina (domacin)
i lijeka (gost)®

Iako uglavnom nastaju inkluzijski kompleksi stehiometrijskog omjera 1:1, moguce je i

uklapanje dvije molekule lijeka u jednu ili dvije molekule ciklodekstrina, ovisno o veli¢ini

Supljine i strukturi lijeka koji se uklapa (slika 5).26°
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v A

Slika 5. Prikaz inkluzijskih kompleksa razli¢itih stehiometrijskih omjera CD:lijek®

Mehanizam nastajanja inkluzijskih kompleksa temelji se na uklapanju hidrofobne molekule
gosta u lipofilnu Supljinu ciklodekstrina, pri ¢emu dolazi do istiskivanja polarnih molekula vode
iz nepolarne Supljine ciklodekstrina, i stvaranja povoljnijih hidrofobnih interakcija izmedu
molekule gosta i ciklodekstrina. Nastajanje inkluzijskih kompleksa ovisi o sterickom faktoru,
odnosno podudaranju veli¢ine molekule gosta i Supljine ciklodekstrina, te o termodinamic¢kom
faktoru, odnosno, uklapanje molekule gosta u Supljinu ciklodekstrina mora biti energetski
povoljno. 404

Na nastajanje inkluzijskih kompleksa utjecu ¢imbenici poput koncentracije ciklodekstrina i
lijeka, temperatura, vrsta i pH otapala. lako veée koncentracije lijeka ili ciklodekstrina mogu
pogodovati nastanku inkluzijskih kompleksa, mogu uzrokovati i nastajanje agregata te teze
uklapanje molekula lijeka u centralnu Supljinu ciklodekstrina. Vise temperature mogu povecati
topljivost i kineticku energiju lijeka, no previsoke temperature mogu dovesti do smanjenja
medumolekulskih interakcija. Odabir otapala takoder moze imati znac¢ajan utjecaj, buduci da
CD pokazuju bolju solubilizacijsku efikasnost u polarnim otapalima. Vrijednost pH otapala
utjece na naboj lijeka §to moze povecati ili smanjiti afinitet lijeka prema hidrofobnoj Supljini
ciklodekstrina.?® Stoga su potrebna veoma opsezna istrazivanja interakcije nekog lijeka s

ciklodekstrinima.

2.3.1. Utjecaj ciklodekstrina na topljivost lijekova

Zbog sposobnosti tvorenja inkluzijskih spojeva, ciklodekstrini se u farmaceutskoj industriji
Cesto koriste za poboljSanje topljivosti slabo topljivih lijekova. Kao $to je ve¢ spomenuto, u
otopini je prisutna ravnoteza izmedu uklopljenih molekula lijeka i slobodnih molekula u
otopini. Ova ravnoteza je karakterizirana konstantom stabilnosti, odnosno konstantom
nastajanja kompleksa, Km:n. Ako m molekula lijeka (L) ¢ini inkluzijske komplekse s n molekula

ciklodekstrina (CD), ovaj se proces moze prikazati ravnoteznom reakcijom:
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Km:n
mL+nCD < L,,CD,
gdje je Km:n konstanta stabilnosti inkluzijskog kompleksa, koja se moze prikazati jednadzbom:

_ _[LmCDyg]
Km:n - [L]mX[CD]n (1)

gdje [LmCDn], [L] i [CD] oznaavaju ravnotezne koncentracije inkluzijskog kompleksa,
ciklodekstrina i lijeka. Buduc¢i da vecina lijekova tvori inkluzijske komplekse stehiometrijskog

omjera 1:1, konstanta stabilnosti K1.1 moze se prikazati jednadzbom®:

_ [L-cD]
~ [L]x[CD] @)

Kl:l

Postoje razli¢ite metode eksperimentalnog odredivanja konstante stabilnosti. Najcesce
koriStene metode temelje se na titracijama gdje se prate promjene u fizikalno-kemijskim
svojstvima lijeka uslijed nastanka kompleksa s ciklodekstrinima, kao §to su apsorbancija (UV-
Vis spektroskopija), intenzitet fluorescencije (spektrofluorimetrija), kemijski pomaci
(spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije) ili oslobadanje topline (izotermalna
kalorimetrijska titracija).>3® Konstante stabilnosti mogu se procijeniti metodom koja se temelji
na pracenju povecanja topljivosti lijeka, tzv. solubilizacijskim istrazivanjima (engl. phase
solubility analysis), koju su 1965. godine razvili Takeru Higuchi i Kenneth A. Connors.*
Princip ove metode zasniva se na vaganju suviska lijeka u tikvice za mijeSanje, kojima se doda
niz vodenih otopina ciklodekstrina u odredenom koncentracijskom rasponu. Uzorci se potom
mijeSaju do uspostavljanja ravnoteZe te se odredi koncentracija otopljenog lijeka u svakom
uzorku. Potom se konstruira graf ovisnosti koncentracije otopljenog lijeka o koncentraciji
dodanog ciklodekstrina, tzv. dijagram topljivosti (engl. phase solubility diagram). Na temelju
oblika krivulje mogu se dobiti informacije o vrsti inkluzijskih kompleksa. Postoje dva glavna
tipa krivulja, tip A i tip B (Slika 6). Krivulje tipa A karakteristicne Su za sustave u kojima
povecanjem koncentracije ciklodekstrina dolazi do nastanka topljivog inkluzijskog kompleksa
i povecéanja topljivosti lijeka. Postoje tri podtipa krivulja. Prvi podtip su krivulje tipa AL gdje
dolazi do linearnog povecanja topljivosti lijeka te je ovaj tip Krivulje karakteristican za
komplekse prvog ili viSeg reda u odnosu na lijek (stehiometrija L:CD 1:1, 2:1, 3:1, itd.).
Krivulje tipa Ap pokazuju pozitivno odstupanje od linearnosti i karakteristicne su za komplekse
viseg reda u odnosu na ciklodekstrin (stehiometrija L:CD 1:2, 1:3, itd.), a krivulje tipa An
pokazuju negativno odstupanje od linearnosti te mogu biti uzrokovane promjenama u vodenom

mediju. Krivulje tipa B ukazuju na nastanak netopivog kompleksa odmah po dodatku najmanje
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koli¢ine ciklodekstrina (tip Bi) ili nakon §to je postignuta najveéa moguca topljivost (tip
Bs).3394142

7~
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Slika 6. Tipovi dijagrama topljivosti**

Iz linearnog dijela krivulje topljivosti mogucée je izracunati konstantu stabilnosti nastalog
kompleksa. Ako se pretpostavi nastajanje kompleksa 1:1, iz nagiba krivulje topljivosti i

intrinzi¢ne topljivost lijeka (So) moze se izracunati konstanta stabilnosti (K1:1) prema jednadzbi:

nagib
So (1—nagib) (3)

Kiq =

Vazno je napomenuti da je ova metoda pogodna za istrazivanje utjecaja ciklodekstrina na
topljivost lijekova, ali nije veoma to¢na pri odredivanju to¢ne konstante stabilnosti inkluzijskih
kompleksa. Razlog tomu moze biti utjecaj tvari u otopini te istovremeni nastanak inkluzijskih
i neinkluzijskih kompleksa.**#* Stoga je K11 odredena ovom metodom zapravo skup konstanti
stabilnosti razliitih procesa koji se dogadaju u otopini. Takoder, netocno odredena intrinzicna
topljivost znacajno utje¢e na odredivanje vrijednosti Ki:1. Naime, intrinzi¢na topljivost lijeka
(So) trebala bi odgovarati odsjecku na osi y krivulje topljivosti (Sint). Medutim, moguéa su

znacajna odstupanja Sint 0d eksperimentalno odredene So §to moze dovesti do velikih odstupanja

u rezultatima. Primjerice, poznato je da lipofilne molekule agregiraju u vodenim otopinama.
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Budu¢i da se samo monomeri mogu uklopiti u Supljinu ciklodekstrina, Sint ¢e biti manji od So,
koji predstavlja ukupnu koncentraciju monomera i agregiranog lijeka.** Takoder, kod nabijenih
ciklodekstrina uo¢en je suprotan efekt, odnosno da je Sint veéi od So.** Stoga se solubilizacijski
potencijal ciklodekstrina ¢eS€e izrazava pomocu ucinkovitosti kompleksiranja (engl.

complexation efficacy, CE) buduci da ona ovisi samo o nagibu krivulje topljivosti:

__ nagib
CE = 1- nagib (4)

Vrijednost CE je uglavnom oko 0,3 $to znaci da na ¢etiri molekule CD u otopini samo jedna
tvori topljivi kompleks sa slabo topljivim lijekom, pod pretpostavkom da nastaje kompleks 1:1
omjera. Budu¢i da je vrijednost CE neovisna o So, moguce su manje diskrepancije u rezultatima
u usporedbi s K11 vrijednostima.*

Vrijednost konstante stabilnosti moze ukazivati na jako ili slabo vezanje lijeka i
ciklodekstrina. Vrijednosti konstanti manje od 500 mol L ukazuju na jako slabo vezanje,
vrijednosti konstanti u rasponu (500 — 1000) mol L ukazuju na slabo vezanje, dok raspon
vrijednosti (1000 —5000) mol L ukazuje na srednje jako vezanje. Raspon vrijednosti konstanti
stabilnosti (5000 — 20 000) mol L™* ukazuje na jako vezanje, a kada su vrijednosti konstanti
stabilnosti veée od 20 000 mol L™ radi se 0 veoma stabilnim kompleksima, odnosno veoma
snaznom vezanju lijeka i ciklodekstrina.*® Medutim, sustave s jako visokim vrijednostima
konstanti stabilnosti potrebno je izbjegavati, buduci da je tada smanjena bioraspolozivost lijeka,

zbog slabe disocijacije lijeka iz kompleksa.*¢4

2.3.2. Utjecaj ciklodekstrina na stabilnost lijekova

Stabilnost farmaceutika definira se kao sposobnost lijeka da odrzi svoja svojstva kroz neki
odredeni vremenski period te je jedan od klju¢nih svojstava lijeka, buduci da utjece na sigurnost
i efikasnost, odabir formulacije, vrstu pakiranja te nacin skladistenja i prijevoza. Na stabilnost
lijekova moze se utjecati kemijskim putem (hidroliza, oksidacija, fotodegradacija) ili fizikalnim
putem (prijelazi faza).

Nastajanje inkluzijskih kompleksa lijek-ciklodekstrin moze utjecati na fizikalno-kemijska
svojstva lijekova poput stabilnosti.*®“® Buduéi da na¢in uklapanja lijeka u ciklodekstrin ovisi o
strukturi lijeka, moguca je i destabilizacija lijeka. Stoga istrazivanja kompleksiranja lijeka i
ciklodekstrina uvijek moraju ukljucivati i studije stabilnosti. U nastavku ¢e biti navedeno
nekoliko zanimljivih primjera stabilizacije ili destabilizacije lijekova uslijed kompleksiranja s

ciklodekstrinima.
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Lanzoprazol (slika 7) je supstituirani benzoimidazol koji pripada skupini lijekova inhibitora
protonske pumpe. Koristi se za lijeCenje ulkusa na dvanaesniku i zelucu. Formulacije s
lanzoprazolom sklone su razgradnji zbog njegove osjetljivosti na nizak pH i svijetlo. Medutim,
kompleksi lanzoprazola pripremljeni s B-CD i HP-B-CD pokazali su znacajno pobolj$anje
svojstava kao Sto su topljivost i stabilnost, pri ¢emu je HP-B-CD znacajnije stabilizirao lijek,

zbog boljeg uklapanja sulfonilne skupine, koja se pokazala klju¢na za stabilnost lanzoprazola.>

NH
| F
N =

Slika 7. Struktura lanzoprazola s ozna¢enom sulfonilnom skupinom

Sterilizacija gama zracenjem je efikasna i jednostavna metoda koja omogucuje sterilizaciju
gotovih farmaceutskih formulacija u njihovom kona¢nom pakiranju. Medutim, u tekué¢im
formulacijama postoji mogucénost razgradnje aktivne tvari uslijed izlaganja zraCenju. El
Magraby i sur. su 2010. godine u svome radu istrazili mogucnost primjene HP-B-CD za
stabilizaciju hidrokortizona (slika 8) pri izlaganju gama zracenju. Pokazalo se da HP-B-CD
znacajno povecava stabilnost hidrokortizona te ima potencijalnu primjenu u razvoju novih

formulacija koje zahtijevaju sterilizaciju.>

Slika 8. Struktura hidrokortizola

lako postoji mnogo primjera povecanja stabilnosti lijekova u prisutnosti ciklodekstrina, mogué
je i negativan utjecaj. Primjerice, omeprazol (slika 9), inhibitor protonske pumpe, je veoma
nestabilan u kiselim uvjetima. Pokazalo se da ciklodekstrini povecavaju razgradnju, te da f-CD
ima ve¢i negativni utjecaj od njegovih derivata, vjerojatno zbog slobodnih hidroksilnih skupina

koje poti¢u razgradnju.
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Slika 9. Struktura omeprazola

Utjecaj na stabilnost moze se razlikovati ovisno i o formi lijeka, vidljivo iz primjera polimorfa
norfloksacina. Norfloksacin (slika 10) je antibiotik koji se pojavljuje u tri polimorfne forme,
forme A, B i C. Inkluzijski kompleksi B-CD i norfloksacina C te norfloksacin B hidrata
pripremljeni su gnjeCenjem te se pokazalo da B-CD povecéava stabilnosti norfloksacina C, dok
poveéava razgradnju norfloksacin B hidrata.®®®* Negativan efekt moze se pripisati

higroskopnosti sustava $to ubrzava razgradnju ovog polimorfa.
o} o]

|
ISR

Slika 10. Struktura norfloksacina

OH

CH;

Ciklodekstrini osim na male molekule, mogu utjecati i na stabilnost makromolekula.
Primjerice, SBE-B-CD ima pozitivan utjecaj na stabilnost inzulin glargina. Inzulin glargin (slika
11) je analog ljudskog inzulina s produljenim djelovanjem. Buducéi da je slabo topljiv pri
neutralnoj vrijednosti pH, u formulaciji se nalazi u kiseloj otopini. Potkoznom primjenom
dolazi do neutralizacije i nastanka mikroprecipitata koji postepeno oslobadaju inzulin glargin.
Medutim, podlozan je enzimskoj razgradnji proteinazama. Pokazalo se da kompleksiranje s
SBE-B-CD smanjuje enzimsku razgradnju tripsinom te time povecava njegovu
bioraspolozivost. Pretpostavlja se da SBE-B-CD tvori interakcije s pozitivno nabijenim bo¢nim

ograncima $to smanjuje interakcije s asparaginskom kiselinom u aktivnom mjestu tripsina.*®
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Slika 11. Sekundarna struktura inzulin glargina>

2.3.3. Nacini priprave inkluzijskih kompleksa

Postoji Sirok raspon metoda za pripravu inkluzijskih kompleksa, koje se mogu podijeliti na
metode u otopini, metode u &vrstom stanju i metode u poluévrstom stanju.>®

Metode u otopini temelje se na otapanju lijeka i ciklodekstrina u vodi, organskom otapalu
ili smjesi vode i organskog otapala. U slu¢aju kompleksa Bs tipa, kompleks se izolira
kristalizacijom, a u slu¢aju A tipa koriste se tehnike poput liofilizacije®”® (engl. freeze drying),
koevaporacije pod smanjenim tlakom®%% (engl. co-evaporation under reduced pressure) ili
susenja rasprsivanjem®®? (engl. spray drying). Nedostatak ovih metoda je dugotrajnost te
prisutnost organskih otapala u kona¢nom produktu. U ovu skupinu pripada i metoda
superkriti¢nog fluida, koja je pogodnija buduci da ne koristi organska otapala, no ogranicena je
dostupno$éu opreme i cijenom 566364

Metodama u polucvrstom stanju pripada metoda gnjecenja (engl. kneading) gdje se smjesa
lijeka 1 ciklodekstrina mijeSa u maloj koli¢ini otapala kako bi se dobila homogena pasta.
Produkt se potom susi kako bi se uklonilo otapalo. Glavni nedostatak ove metode je samo
djelomi¢no kompleksiranje.%6:65

Metode u ¢&vrstom stanju ukljuéuju mikrovalno ozra¢ivanje® % (engl. microwave
irradiation) i tzv. "sealed heating" metodu®® ™, odnosno blago zagrijavanje u zatvorenoj posudi
na temperaturi nizoj od temperature taljenja. Glavni nedostatak obje metode je moguénost
razgradnje lijeka. Tijekom zadnjeg desetljeca od interesa je i tzv. "hot-melt extrusion” metoda
koja omoguéuje pripravu &vrstih disperzija u polimernom nosac¢u.’"? Osim navedenih metoda,

od velikog je interesa i mljevenje (engl. grinding), kao brza i efikasna metoda priprave

Marijana Pocrnié¢ Doktorska disertacija



8§ 2. Literaturni pregled 16

inkluzijskih kompleksa. Budu¢i da ne zahtjeva uporabu organskih otapala, metoda je i
ekonomski te ekologki isplativa.*®

Tocan mehanizam nastajanja inkluzijskih kompleksa mljevenjem nije poznat, medutim
predloZen je mehanizam temeljen na opéem mehanizmu mehanokemijske aktivacije koja se
odvija u tri koraka i uzima u obzir sve procese koji se dogadaju tijekom mehanokemijske
aktivacije lijeka (slika 12). Smjesa lijeka i CD mljevenjem prima pulseve mehanicke energije
tijekom sudara s kuglicama za mljevenje ili stijenkama posudice. Ve¢i dio ove energije pretvara
se u toplinu Sto poboljSava interakcije lijeka 1 ciklodekstrina u ¢vrstom stanju. Takoder dolazi
do narusavanja kristalne strukture, smanjenja veli¢ine Cestica i amorfizacije. Amorfizacija
uzorka zapocinje na povrSini, a zatim se Siri prema unutrasnjosti uzorka, pri ¢emu dolazi do
aktivacije materijala. Do nastanka inkluzijskog kompleksa dolazi na aktiviranoj povrsini, uz
medufazne korake kao §to je nastajanje Cvrstih disperzija. Daljnjim mljevenjem inkluzijski
kompleksi se odvajaju s povrsine uzorka te se proces ponavlja. Mljevenje takoder omogucuje
intenzivno mijesanje i homogenizaciju reaktanata, Sto pospjeSuje nastanak inkluzijskog

kompleksa.>®

i : _ KORAK1 [ !E\,, B, : KORAK 2 s ’.;:,y'
Ensy © : — 7" . R
““ $ Smanjenje Cestica ;- ° Nastajanje inkluzijskog 9: P ==y

“” NaruSavanje  kristalne ’ tt 3 kompleksa na povr3ini
strukture - reaktanta
Mehanokemijska »
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: = nastalih
i Nastavak (o inkluzijskih
igg LIJEK : procesa "0 . KORAK 3 | kompleksa s
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e X
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% 37’.‘
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Slika 12. Predlozeni mehanizam nastajanja inkluzijskih kompleksa mljevenjem®®

Navedena tehnika naziva se suho mljevenje (engl. neat grinding), ali moguc¢ je i dodatak male,
kataliticke koli¢ine otapala koja moze pospjesiti nastanak inkluzijskog kompleksa, tzv.
mljevenje potpomognuto otapalom (engl. liquid-assisted grinding).®

Mljevenje se uglavnom provodi u visokoenergijskom vibracijskom mlinu koristenjem
posudica i kuglica za mljevenje. Parametri mljevenja koji mogu utjecati na efikasnost pripreme
inkluzijskih kompleksa su materijal posudica i kuglica za mljevenje (npr. nehrdajuéi celik,

ZrOy, teflon, itd.), frekvencija (15 — 25 Hz) i vrijeme mljevenja te koli¢ina uzorka. Smatra se
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da bi posudice za mljevenje trebale biti napunjene najvise do 25 % njihovog volumena, a kao
optimalno vrijeme mljevenja pokazao se raspon izmedu 20 i 60 minuta.>®

U ovom radu osim mljevenja koriStena je i metoda suSenja rasprSivanjem kao
konvencionalna metoda priprave inkluzijskih kompleksa. Na slici 13 prikazana je shema
uredaja za suSenje rasprSivanjem. Princip ove metode sastoji se u otapanju lijeka i
ciklodekstrina u nekom otapalu te uvodenja u uredaj za susenje pri cemu se otopina prevodi U
¢vrsto stanje. Priprava uzorka odvija se u tri koraka. Prvi korak je uvodenje otopine uzorka u
rasprsivac gdje dolazi do rasprSivanja u sitne kapljice. Buduc¢i da se time dobiva velika povrSina
koja je izlozena plinu za suSenje, manje kapljice se gotovo trenutno suSe u kontaktu s plinom.
Kao plin za suSenje najcesce se koristi zagrijani zrak, ali je moguce i koristenje inertnih plinova
kao §to je dusSik. Nastale Cestice uzorka u ¢vrstom stanju potom padaju na dno komore za

suSenje te se nose strujom zraka u sakuplja¢ uzorka. Ovdje se odvajaju od zraka ciklonom

73,74

pomocu centrifugalne sile nastale vrtlozenjem zraka.

I
3
S8

Slika 13. Shema uredaja za susSenje rasprSivanjem s ozna¢enim glavnim dijelovima: rasprsivac
(1), dovod i grijanje plina za susenje (2), komora za susenje (3), ciklon (4), vanjski filter (5),

aspirator (6)"°

Kod procesa susenja postoji nekoliko parametara koji se mogu mijenjati: ulazna temperatura i
brzina strujanja zagrijanog zraka, protok uzorka i tlak rasprSivaca. Ulazna temperatura
zagrijanog zraka odreduje sposobnost susenja, odnosno koli¢inu otapala koja se moze ukloniti
u odredenom vremenu, a protok zraka utjece na brzinu susenja i odvajanje Cestica u ciklonu.

Protok uzorka ovisi 0 svojstvima uzorka i izvedbi instrumenta.” "
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2.3.4. Karakterizacija inkluzijskih kompleksa u otopini

Karakterizacija inkluzijskih kompleksa ciklodekstrina i lijeka kljucan je korak u razumijevanju
mehanizma uklapanja lijeka te odabira najpogodnijeg ciklodekstrina za kona¢nu formulaciju.
Stoga su veoma bitna opseZna istrazivanja fizikalno-kemijskih svojstva kompleksa te upotreba
niza analiti¢kih tehnika, Ciji se rezultati moraju zajedno proucavati. Ugrubo, ove metode se
mogu podijeliti na metode analize u otopini i metode analize u &vrstom stanju.”®”

Metode analize u otopini sastoje se od spektroskopskih, elektroanaliti¢kih i separacijskih
metoda te izotermalne titracijske kalorimetrije. Ovim metodama moze se dobiti uvid u nacin
vezanja i stehiometriju inkluzijskih spojeva te vrijednosti konstanti stabilnosti.”®

UV-Vis spektroskopija je brza i jednostavna metoda analize inkluzijskih kompleksa.
Dodatkom ciklodekstrina u otopinu lijeka moZe do¢i do znacajnih promjena u spektru lijeka,
ukljucujuéi promjene u apsorbanciji te hipsokromni i batokromni pomak apsorpcijskog
maksimuma, §to moze biti indikativno nastanku inkluzijskog kompleksa. Glavni nedostatak ove
metode je nespecifi¢nost te podloznost interferencijama drugih tvari u otopini. Takoder, ne
pruza direktan dokaz nastanka inkluzijskih kompleksa, ve¢ je to moguce u kombinaciji s
rezultatima drugih analiti¢kih tehnika.’®
fluorescencijskom spektroskopijom je direktnom titracijom. Princip metode sastoji se od
postepenog dodavanja jedne komponente (najceSce ciklodekstrin) drugoj komponenti ¢ija je
koncentracija konstantna. Ocitavaju se promjene u apsorbanciji ili intenzitetu fluorescencije
lijeka te se konstruiraju titracijske krivulje. Na temelju razli¢itih modela odreduje se konstanta
stabilnosti. lako se u literaturi ¢esto koriste modeli linearne regresije poput Benesi-Hildebrand
modela, oni ¢esto mogu dati netocne rezultate, buduc¢i da se temelje na pretpostavkama da je
doslo do potpunog kompleksiranja te da su promjene u apsorbanciji proporcionalne
koncentraciji inkluzijskog kompleksa. Stoga se u novije vrijeme sve vise koriste nelinearni
regresijski modeli ili druge tehnike poput izotermalne titracijske kalorimetrije.

Izotermalna titracijska kalorimetrija (engl. isothermal titration calorimetry, ITC) zasniva se
na mjerenju topline koja se oslobada ili apsorbira tijekom interakcija dviju molekula. To je
veoma osjetljiva metoda koja daje informacije ne samo o stehiometriji i konstanti stabilnosti
inkluzijskih kompleksa, ve¢ i o termodinami¢kim parametrima poput promjene u entalpiji
(AH), entropiji (AS) 1 Gibbsovoj energiji (AG). Tipican ITC eksperiment temelji se na titraciji

otopine lijeka otopinom ciklodekstrina, pri ¢emu dolazi do interakcije lijeka 1 ciklodekstrina te
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otpustanja ili apsorbiranja topline. Daljnjim dodatkom, otopina postaje zasicenija
ciklodekstrinom te dolazi do postepenog smanjenja toplinskog signala. Dobiveni termogram se
integrira kao funkcija molarnog omjera dva reaktanta uz korekciju za razrjedivanje. Time se
dobije titracijska krivulja te se primjenom razli¢itih matematickih modela iz nje mogu
izraunati termodinamicki parametri.’® "

Spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije (engl. nuclear magnetic resonance, NMR)
izuzetno je vazna tehnika pri karakterizaciji inkluzijskih kompleksa budu¢i da omogucuje
direktan dokaz kompleksiranja te daje uvid u nacin inkluzije i stehiometriju nastalog
kompleksa. Najjednostavniji su *H i *C NMR eksperimenti koji daju informacije o inkluziji na
temelju promjena u kemijskim pomacima u *H i *C NMR spektrima lijeka kada je slobodan i
kada je uklopljen u ciklodekstrin. Razlike u kemijskim pomacima mogu dati informacije o
mehanizmu i geometriji inkluzijskog kompleksa, a titracijskim eksperimentima moze se dobiti
uvid u stehiometriju nastalog kompleksa te odrediti konstante stabilnosti. 1zvedene tehnike
poput NOESY (engl. nuclear Overhauser effect spectroscopy) i ROESY (engl. rotational
Overhauser effect spectroscopy) koje se zasnivaju na nuklearnom Overhauser efektu (engl.
nuclear Overhauser effect, NOE) takoder se koriste pri karakterizaciji inkluzijskih kompleksa.
Ovaj fenomen omogucuje odredivanje prostorne udaljenosti izmedu atoma, te time daje uvid u
trodimenzijsku strukturu inkluzijskog kompleksa. Osim navedenih tehnika, NMR dOSY (engl.
diffusion ordered spectroscopy) takoder pruza dokaz o vezanju ciklodekstrina i lijeka. Glavni
nedostatak svih NMR tehnika je slaba osjetljivost te je zbog lose topljivosti lijeka u deuteriranoj
vodi potrebno koristenje drugih otapala koja mogu utjecati na interakcije lijeka i ciklodekstrina.
Takoder, moguée su i premale razlike u kemijskim pomacima te Sirenje signala.’®

Spektrometrija masa je veoma osjetljiva metoda koja se takoder moze Kkoristiti za
odredivanje stehiometrije inkluzijskih kompleksa, budu¢i da postoji dobra korelacija izmedu
ponasanja lijeka i ciklodekstrina u otopini i u plinovitoj fazi.2®8! Budu¢i da su inkluzijski
kompleksi nekovalentne prirode, potrebno je koristiti "meke" ionizacijske tehnike poput
elektrorasprsenja.®? Medutim, uoceni signali u MS spektru ne moraju nuzno biti posljedica
nastanka inkluzijskih kompleksa, ve¢ nespecificnih adukata nastalih tijekom procesa
elektrorasprSenja. Jedan od nacina razlikovanja pravih inkluzijskih kompleksa od laznog
pozitiva je usporedba s linearnim oligosaharidima. Ako je u oba slu¢aja uo¢en jednak intenzitet
signala kompleksa, vjerojatno se radi o nespecificnom kompleksu. U suprotnom, ako je

intenzivniji signal iona Kkoji pripada kompleksu samo u slucaju ciklodekstrina, moze se

Marijana Pocrnié¢ Doktorska disertacija



8§ 2. Literaturni pregled 20

zakljuciti da se radi o inkluzijskom kompleksu. Drugi nacin razlikovanja inkluzijskih i
nespecifiénih kompleksa je upotreba tzv. "breakdown™ krivulja, odnosno krivulja ovisnosti
intenziteta signala iona kompleksa o primijenjenoj kolizijskog energiji.&

Ostale metode analize inkluzijskih kompleksa u otopini koje se ne koriste ¢esto ukljucuju
spektroskopiju cirkularnog dikroizma®84 (engl. circular dichroism spectroscopy),
polarografiju®®®, voltametriju®®®’, potenciometriju®®® te separacijske tehnike poput

tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti®” i kapilarne elektroforeze®:.

2.3.5. Karakterizacija inkluzijskih kompleksa u ¢vrstom stanju

Inkluzijski kompleksi u ¢vrstom stanju mogu se analizirati metodama termicke analize,
difrakcijom rendgenskog zracenja, spektroskopskim tehnikama te pretraznom elektronskom
mikroskopijom. Princip svih metoda sastoji se u usporedbi rezultata analize inkluzijskog
kompleksa s pocetnim komponentama te fizickom smjesom, odnosno smjesom nastalom
blagim mijesanjem lijeka i ciklodekstrina. Uocene razlike u spektrima mogu biti indikativne
nastanku inkluzijskog kompleksa.’’:82

Termoanaliticke tehnike koje se Cesto koriste su razlikovna pretrazna kalorimetrija® (engl.
differential scanning calorimetry, DSC), termogravimetrijska analiza®® (engl. termogravimetric
analysis, TGA) i "hot stage" mikroskopija®. Razlikovna pretrazna kalorimetrija jedna je od
glavnih tehnika analize inkluzijskih kompleksa u ¢vrstom stanju. Ako je lijek u kristalini¢noj
formi, njegova DSC krivulja imat ¢e karakteristi¢éni endotermni signal pri temperaturi taljenja
lijeka. DSC krivulja fizicke smjese trebala bi odgovarati superpoziciji krivulja pojedinih
komponenti. U DSC krivulji inkluzijskog kompleksa mogu biti uocene razli¢ite promjene kao
§to su smanjenje intenziteta ili potpuni nestanak signala te Sirenje ili pomak endotermnog
signala lijeka prema nizim temperaturama, $to ukazuje na gubitak kristalne strukture i moze biti
indikativno nastanku inkluzijskog kompleksa. Medutim, ovim rezultatima treba oprezno
pristupiti, budué¢i da nestanak endotermnog signala lijeka moze biti uzrokovan gubitkom
kristalini¢ne forme 1 prijelaza u amorfno stanje, Sto ne mora nuzno biti posljedica nastanka
inkluzijskog kompleksa.”” Takoder su od velikog interesa i spregnuti sustavi poput simultane
TGA i diferencijalne termicke analize spregnute s infracrvenom spektroskopijom s Fourierovim
transformacijama i spektrometrijom masa (engl. termogravimetry differential thermal analysis-

Fourier transform infrared spectroscopy-mass spectrometry, TGA/DTA-FTIR-MS).%
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Termogravimetrijska analiza Cesto se koristi u kombinaciji s DSC analizom. Ovom
metodom mogu se pratiti promjene u masi tvari prilikom zagrijavanja. Usporedbom TGA
krivulje samog lijeka, ciklodekstrina, njihove fizi¢ke smjese i uzorka koji potencijalno sadrzi
inkluzijski kompleks, moze se zakljuciti dolazi li uistinu do nastanaka inkluzijskog kompleksa.
TGA krivulja ciklodekstrina pokazuje dva gubitka mase, jedan pri otprilike 100 °C zbog
gubitka vode, i drugi pri otprilike 300 °C zbog raspada molekule. Ako je lijek uklopljen u
ciklodekstrin, TGA krivulja uzorka razlikovati ¢e se od TGA krivulje samog lijeka, buduci da
je za pretpostaviti da nastanak kompleksa poveéava temperaturnu stabilnost lijeka.”’

Tehnike koje se temelje na difrakciji rendgenskog zracenja su difrakcija rendgenskog
zracenja na jedinicnom kristalu (engl. single crystal X-ray diffraction, SCXRD) i difrakcija
rendgenskog zracenja na praskastom uzorku (engl. powder X-ray diffraction, PXRD).”” Budu¢i
da su za SCXRPD potrebni jedini¢ni kristali, ova se tehnika ne koristi ¢esto u analizi
inkluzijskih kompleksa. Medutim, u slucaju dobivanja jedini¢nih kristala, obi¢no tehnikom
sporog isparavanja otapala, rezultati SCXRPD analize mogu se koristiti u kombinaciji s NMR
analizom i simulacijama molekulske dinamike (engl molecular dynamics, MD) te dati detaljan
uvid u stehiometriju i geometriju nastalih inkluzijskih kompleksa.®®®” Ce3éa metoda koja se
koristi u analizi inkluzijskih kompleksa je PXRD. Promjene u difraktogramu, poput pojave
novih difrakcijskih maksimuma ili pomaci ve¢ postoje¢ih, kao i promjene u intenzitetu
difrakcijskih maksimuma, mogu posluziti kao dokaz nastanka inkluzijskih kompleksa.
Medutim, budu¢i da metode poput liofilizacije, mljevenja i suSenja rasprSivanjem daju amorfne
produkte, razlike u difraktogramu ne moraju nuzno znaciti nastanak inkluzijskog kompleksa,
ve¢ mogu biti posljedica prijelaza iz kristaliniéne u amorfnu formu.”’

Od spektroskopskih tehnika najvise se koristi infracrvena spektroskopija s Fourierovim
transformacijama (engl. Fourier-transform infra-red spectroscopy, FT-IR), iako se i Ramanova
spektroskopija pokazala pogodnom tehnikom.””% Promjene u polozajima ili intenzitetima IR
vrpci te nestajanje i Sirenje vrpci karakteristicnih za lijek mogu ukazivati na nastanak
inkluzijskih kompleksa. Medutim, glavni nedostatak ove metode je nacin pripreme uzoraka za
snimanje. Buduc¢i da je pripravom pastila uzorak pomijesan s KBr izlozen dodatnom pritisku
tijekom presanja, moze doci do fizikalno-kemijskih promjena te dodatnih interakcija izmedu
lijeka i ciklodekstrina. Takoder, moguéa su preklapanja karakteristi¢nih vrpca lijeka s vrpcama
ciklodekstrina. Kako bi se izbjegao utjecaj nac¢ina priprave uzorka na spektre, koristi se metoda

prigusene totalne refleksije (engl. attenuated total reflectance, ATR) gdje se praskasti uzorak

Marijana Pocrnié¢ Doktorska disertacija



8§ 2. Literaturni pregled 22

nanosi na nosac s potpuno reflektiraju¢om povr§inom te se pritisne dijamantnim klipom. Buducéi
da se na ovaj nacin ne unosi dodatna sila koja moze utjecati na interakcije komponenti uzorka,
dobiva se realnija slika uzorka nego u slu¢aju priprave KBr pastile.’’

U zadnje vrijeme od velikog je interesa i tehnika spektroskopije NMR u ¢vrstom stanju
(engl. solid-state nuclear magnetic resonance, ss-NMR), pogotovo tehnika *C krizne
polarizacije uz vrtnju pri magi¢énom kutu (engl. cross-polarization magic-angle spinning, CP
MAS) koja se temelji na heteronuklearnim dipolnim interakcijama, te je stoga osjetljiva na
intramolekulske udaljenosti i mobilnost molekula. Ova metoda omoguéuje dobivanje **C NMR
spektara visokog razlu¢ivanja koji daju detaljan uvid u strukturu inkluzijskih kompleksa.%

Takoder se mogu koristiti i mikroskopske tehnike poput pretrazne elektronske mikroskopije
(engl. scanning electron microscopy, SEM) i mikroskopije atomskih sila (engl. atomic force
microscopy, AFM). lako SEM nije pogodna tehnika za direktno dokazivanje nastanka
inkluzijskih kompleksa, pruza informacije o veli€ini, obliku i homogenosti Cestica, a promjene
u morfoloskim i topoloskim karakteristikama mogu ukazivati na nastanak inkluzijskih
kompleksa.8#1% Topografske promjene uo¢ene AFM analizom takoder mogu ukazivati na
nastanak inkluzijskih kompleksa, a ako se AFM Koristi u tzv. "tapping™ nacinu rada, inkluzijski
kompleksi se mogu razlikovati od topografski sli¢nih ciklodekstrina na temelju njihovih
lokalnih mehani¢kih svojstava,l01:102

Osim razli¢itih eksperimentalnih metoda analize inkluzijskih kompleksa, od velikog je
znacaja 1 racunalni pristup, poput Monte Carlo simulacija te simulacija molekulske mehanike
(engl. molecular mechanics, MM) i molekulske dinamike. Ove in silico metode omogucuju
detaljan uvid u nastajanje inkluzijskih kompleksa.l%-1% Nadalje, zbog moguénosti predvidanja
stabilnosti inkluzijskih kompleksa, navedene in silico metode u kombinaciji sa strojnim
ucenjem (engl. machine learning) omogucuju brzi preliminarni pregled velikog broja mogucih
inkluzijskih kompleksa i odabir najboljih kandidata za eksperimentalnu karakterizaciju. Ovaj
pristup bi bio veoma pogodan u slucaju skupih aktivnih tvari koje su dostupne u malim

koli¢inama.1%
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2.4. Validacija analitickih postupaka

Validacija metode je postupak dokazivanja pogodnosti analiticke metode za odredenu namjenu.
Svrha validacije je dokazati da je neka analiticka metoda pogodna za rutinsku analizu te da se
njome dobivaju rezultati veoma bliski toénim vrijednostima.'®” Postoji mnogo priru¢nika koji
opisuju validaciju metoda, medutim u ovom radu koriStene Su smjernice Medunarodne
konferencije o uskladivanju tehnickih zahtjeva za registraciju farmaceutika za ljudsku upotrebu
(engl. International conference on harmonization of technical requirements for registration of
pharmaceuticals for human use, ICH) koji su opisani u priruénicima Q2(R1) i Q2(R2). U
priru¢niku su navedeni i opisani parametri validacije kao Sto su to¢nost, preciznost,
specifi¢nost, granice detekcije 1 kvantifikacije, podrucje linearnosti i raspon metode. Takoder
je za svaki parametar navedeno u kojim se slucajevima treba odredivati. U nastavku ¢e biti
ukratko opisani svaki od navedenih parametara.1%810°

Specifi¢nost (engl. specificity) i selektivnost (engl. selectivity) metode je sposobnost
nedvosmislene identifikacije i kvantifikacije analita u prisutnosti moguéih interferencija kao
Sto su necistoce, razgradni produkti, te ostali spojevi koji potje€u iz matrice. Specificnost
metode opisuje sposobnost jednoznacne detekcije i kvantifikacije jednog analita, a selektivnost
opisuje sposobnost detekcije i kvantifikacije vise analita u smjesi ili u matrici bez interferencija
drugih sastojaka sli¢nih svojstava.

Tocnost (engl. accuracy) analitickog postupka pokazuje koliko je dobiveni rezultat blizak
vrijednosti za koju se smatra da je to¢na ili prihvacena kao referentna vrijednost. Procjenjuje se
na temelju najmanje devet odredivanja unutar nekog odredenog raspona metode (primjerice tri
ponavljanja na tri koncentracije). To¢nost se izrazava kao analiticki povrat poznate koli¢ine
analita dodane u uzorak ili kao razlika izmedu dobivene i referentne vrijednosti.

Preciznost (engl. precision) metode oznaCava stupanj slaganja rezultata dobivenih
ponavljanjem mjerenja istog uzorka pri istim uvjetima analize. Preciznost se izrazava kao
ponovljivost (engl. repeatability), medupreciznost (engl. intermediate precision) i
reproducibilnost (engl. reproducibility). Ponovljivost se odnosi na preciznost u kratkom
vremenskom periodu, a medupreciznost ukljucuje mjerenja provedena u duljem vremenskom
periodu, ali u istom laboratoriju, dok se reproducibilnost odnosi na preciznost izmedu
laboratorija. Preciznost se procjenjuje na temelju najmanje devet odredivanja unutar nekog
odredenog raspona metode (primjerice tri ponavljanja na tri koncentracije) te se izrazava

pomocu relativne standardne devijacije rezultata.
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Granica detekcije (engl. limit of detection, LOD) predstavlja najnizu koncentraciju uzorka
koju je odredenom analitickom metodom moguce detektirati, ali ne nuzni i kvantificirati.
Granica kvantifikacije (engl. limit of quantification, LOQ) predstavlja najnizu koncentraciju
analita koju je moguce kvantificirati sa zadovoljavaju¢om precizno$¢u i to¢noS¢u. Granice
detekcije 1 kvantifikacije mogu se procijeniti na nekoliko nacina:

a) vizualnom evaluacijom

b) natemelju omjera signala i Suma

€) natemelju to¢nosti i preciznosti pri nizim koncentracijama

d) regresijskom analizom, na temelju standardnog odstupanja mjerene vrijednosti (o) i

nagiba pravca (S) prema jednadzbama:

LOD = 337" (5)
LOQ = 1‘;—" (6)

pri ¢emu se standardno odstupanje moze odrediti na nekoliko nacina: na temelju standardnog
odstupanja slijepe probe i pomocu kalibracijske krivulje u podrucju koncentracija bliskih
granicama detekcije 1 kvantifikacije. U tom slu¢aju rezultate je potrebno potvrditi nezavisnom
analizom wuzoraka u kojima je koncentracija analita blizu ili jednaka procijenjenim
vrijednostima granice detekcije i kvantifikacije.

Linearnost (engl. linearity) predstavlja koncentracijski raspon metode unutar kojega postoji
proporcionalni odnos mjerene vrijednosti i koncentracije analita u uzorku. Linearnost se
procjenjuje vizualnim pregledom krivulje ovisnosti mjerene vrijednosti i koncentracije. U
slucaju linearnog omjera, metoda se statisticki evaluira regresijskom analizom pomoc¢u metode
najmanjih kvadrata. U validacijskom izvjes¢u prikazuje se krivulja linearnosti, koeficijent
korelacije, nagib te odsje¢ak na y-os. Za procjenu linearnosti preporuc¢eno je koristenje
minimalno 5 koncentracijskih razina.

Raspon analiticke metode (engl. range) predstavlja koncentracijski raspon analita u uzorku
unutar kojega analiticka metoda ima zadovoljavajucu preciznost, to¢nost 1 linearnost. Raspon
se obicno odreduje na temelju linearnosti na uzorcima koji sadrze koli¢inu analita unutar to¢no
odredenog raspona metode.

Robusnost metode (engl. robustness) predstavlja sposobnost metode da na nju ne utjecu
male promjene u parametrima te ukazuje na dugoro¢nu pouzdanost metode. Robusnost metode
Ispituje se unoSenjem malih, namjernih promjena u parametrima koje se mogu ocekivati

tijekom rutinske primjene metode.
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2.5. Loratadin

Loratadin (LOR), odnosno etil 4-(8-kloro-5,6-dihidro-11H-benzo[5,6]-ciklohepta[1,2-
b]piridin-11-iliden)-1-piperidinkarboksilat, je antihistaminik druge generacije koji se koristi za
lijeCenje simptoma alergije, kao $to su alergijski rinitis i urtikarija. Slaba je baza s vrijednosti
pKa u rasponu 5,85 — 6,00, a njegova je struktura prikazana na slici 14.° Topljivost loratadina
je pH ovisna, te je dobro topljiv pri niskim pH-vrijednostima, a slabo topljiv pri visim pH-

vrijednostima.

o /\

/
’ N

N
D/J\O/\
Slika 14. Struktura loratadina

Prema svojim svojstvima, loratadin pripada BCS skupini I, koju karakteriziraju slaba topljivost
i visoka permeabilnost.!?® Stoga su od velikog interesa istrazivanja poboljsanja njegove

topljivosti, primjerice primjenom ¢vrstih disperzijal*'~11>, nanokristala!!® te ciklodekstrina.

2.5.1. Inkluzijski kompleksi loratadina i ciklodekstrina

Poboljsanje topljivosti loratadina utjecajem ciklodekstrina opisano je u nekoliko radova.
Provedena su istraZivanja u prisutnosti prirodnih ciklodekstrina te derivata $-CD. IstraZivanja
u otopini uklju¢ivala su solubilizacijska ispitivanja te odredivanje stehiometrije nastalog
inkluzijskog kompleksa spektroskopijom NMR i spektrometrijom masa. Inkluzijski kompleksi
u ¢vrstom stanju pripremljeni su pretezito liofilizacijom i gnjeenjem, iako postoje radovi u
kojima su koriStene i metode mljevenja i suSenja rasprSivanjem. Pripremljeni kompleksi u
¢vrstom stanju karakterizirani su tehnikama poput DSC, PXRD, FTIR te eksperimentima in
vitro otapanja.

U radu Omar i sur. iz 2007. godine istrazeno je kompleksiranje loratadina s prirodnim
ciklodekstrinima i HP-B-CD. Solubilizacijska istrazivanja provedena su u fosfatnom puferu pri
pH 7,0 i pri 25 °C. Pokazalo se da svi ciklodekstrini povecavaju topljivost, a dobivene krivulje

topljivosti su AL ili Ap tipa, §to ukazuje na nastanak kompleksa stehiometrije 1:1 i 1:2. Na
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primjeru $-CD istrazen je utjecaj pH otopine i koncentracije pufera na topljivost LOR. Uoceno
je da je pri nizim pH-vrijednostima otopine favoriziran nastanak 1:1 kompleksa, buduci da su
uocene krivulje AL tipa. Medutim, pri viSim pH-vrijednostima uocene su krivulje Ap tipa, §to
ukazuje na nastanak 1:1 i 1:2 kompleksa. Budu¢i da povecanjem pH-vrijednosti otopine
vrijednosti konstanti stabilnosti rastu, moze se zakljuciti da loratadin ima ve¢i afinitet prema
ciklodekstrinima kada je u obliku neutralne molekule zbog vece hidrofobnosti. Slican trend
uocen je i pri razli¢itim koncentracijama pufera, gdje pri vi§im koncentracijama dolazi do
nastanka 1:1 kompleksa vece stabilnosti. Molekulskim modeliranjem 1:1 kompleksa pokazalo
se da do inkluzije dolazi uklapanjem klorofenilnog dijela molekule, a dusik i karbonilna skupina
piperidinskog prstena tvore vodikove veze s hidroksilnim skupinama $ireg ruba ciklodekstrina.
Nastajanje kompleksa 1:2 ukljucuje interakcije piridinskog dijela molekule s drugom
molekulom B-CD.*’

Kompleksiranje loratadina s dimetil -CD (engl. dimethyl p-cyclodextrin, DIMEB)
istrazeno je u radu Nacsa i sur (2008). Kompleksi stehiometrijskih omjera 1:1, 1:2 i 1:3
pripremljeni su mikrovalnim zracenjem i gnjeCenjem te karakterizirani DSC, TG i FT-IR
tehnikama. Istrazivanje in vitro otapanja pri pH 7,0 pokazalo je znac¢ajno povecanje topljivosti
LOR u svim pripremljenim uzorcima, pogotovo u onima s ve¢im udjelom ciklodekstrina. Nac¢in
priprave kompleksa nije imao znacajan utjecaj na rezultate.!'® Daljnjim istrazivanjem ispitan je
utjecaj prirodnih ciklodekstrina te metiliranih i hidroksialkiliranih derivata p-CD kao i
alkilsulfoniranog B-CD na topljivost LOR u vodi, pri ¢emu je najveée poveéanje uzrokovao
DIMEB. Kompleks LOR:DIMEB 1:2 pripremljen je u ¢vrstom stanju metodom gnjecenja te je
ispitan utjecaj pH otopine na topljivost LOR u pripremljenim uzorcima. Poznato je da je
topljivost LOR ovisna o pH otopine, te je znatno smanjena pri visSim pH. Medutim,
kompleksiranje s DIMEB uzrokuje topljivost neovisnu o pH otopine.!!® U nastavku istrazivanja
inkluzijski kompleks LOR:DIMEB karakteriziran je spektroskopijom NMR tehnikom DOSY i
spektrometrijom masa, ¢ime se potvrdio nastanak kompleksa stehiometrije 1:1. Medutim,
rezultati in vitro otapanja i in vivo eksperimenata ukazuju da je potrebna veéa kolicina
ciklodekstrina za poboljsanje svojstva loratadina. Stoga je kompleks pripremljen u omjeru 1:2
pogodniji.®

Poboljsanje topljivosti LOR u prisutnosti f-CD u vodi istrazeno je u radu Singh i sur iz
2013. godine. Kruti kompleksi pripravljeni su metodom gnjecenja i okarakterizirani tehnikama

SEM, DSC, FT-IR i PXRD. Osim toga pripravljeni su i mukoadhezivni gelovi za nazalnu
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upotrebu te su ispitana njihova svojstva. Rezultati ukazuju na potencijal ove formulacije s
pobolj$anim svojstvima, medutim potrebna su dodatna klini¢ka istrazivanja.!?

Pretragom literature pronadena su dva rada u kojima je koriSteno mljevenje kao tehnika
pripreme inkluzijskih kompleksa. U radu Lin i sur. iz 2010. godine pripremljeni su kompleksi
s HP-B-CD u stehiometrijskim omjerima 1:1 i 1:2 te karakterizirani tehnikama DSC i FT-IR.
Ovaj nacin pripreme usporeden je s konvencionalnijim na¢inom koevaporacije, te se pokazalo
da je mljevenje jednako efikasno.* U nastavku istrazivanja, detaljnim istraZivanjem tijeka
mljevenja LOR s B-CD i HP-B-CD predloZen je mehanizam nastanak inkluzijskih kompleksa
koji ukljucuje postepeno smanjenje kristalini¢nosti i nastajanje amorfnog LOR Sto potice
uklapanje LOR u $upljinu CD uslijed daljnjeg mljevenja.t?

Dosad spomenuti radovi istrazivali su samo binarne smjese LOR 1 CD. Medutim, moguc¢ je
i sinergisti¢ki utjecaj trece komponente. Tako su Ramesh i sur. 2020. godine istrazivali ternarne
sustave LOR, SBE-B-CD i dva hidrofilna polimera, gelucir i soluplus. Uocen je sinergisticki
utjecaj SBE-B-CD i polimera na topljivost i profil in vitro otapanja, te ovakvi ternarni sustavi
imaju potencijal pri razvoju novih formulacija s trenutnim oslobadanjem.'?2

Stabilnost loratadina u prisutnosti ciklodekstrina nije detaljno istrazena. Pretragom literature
pronaden je samo jedan rad u kojem se istrazivala fotostabilnost loratadina u prisutnosti
prirodnih ciklodekstrina. Binarni sustavi prirodnih CD i LOR pripremljeni su metodom
koevaporacije te je fotostabilnost dobivenih sustava istrazena prema ICH smjernicama
opisanim u priruéniku Q1B pod opcijom 2. Uzorci nakon razgradnje analizirani su teku¢inskom
kromatografijom uz detektor s nizom dioda. Rezultati ukazuju na nastanak manjeg broja
razgradnih produkata LOR u prisutnosti ciklodekstrina, u usporedbi sa samim LOR. lako su
uocena dva nova kromatografska pika u uzorcima binarnih sustava, nije provedena njihova
strukturna karakterizacija te se ne moze sa sigurnos¢u re¢i dolazi li do nastanka novih
razgradnih produkata.'?®

Pregledom postoje¢ih radova moze se zakljuciti da postoji potreba za sistematicnim 1i
detaljnim istrazivanjem binarnih sustava loratadina i ciklodekstrina. Primjerice, uocena su
velika odstupanja izmedu odredenih konstanti stabilnosti, §to moze biti posljedica pogresno
odredene intrinzicne topljivosti LOR. Takoder, mljevenjem su pripremljeni samo binarni
sustavi s HP-B-CD, a utjecaj ciklodekstrina na stabilnost loratadina nije detaljno istrazen. Stoga
¢e cilj ovoga rada biti detaljna i sistemati¢na karakterizacija binarnih sustava LOR i B-CD te

njegovog hidroksipropil, nasumi¢no metiliranog i sulfoalkiliranog derivata u otopini i ¢vrstom
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stanju. Time se omoguéuje uvid u svojstva nastalih inkluzijskih kompleksa te bolji odabir

sustava koji imaju potencijal pri razvoju novih formulacija s pobolj$anim svojstvima.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije i materijali

U radu su koristene sljedece kemikalije:

- Loratadin,C22H23CIN2O> (LOR); Carbosynth, Ujedinjeno kraljevstvo

- B-ciklodekstrin, C42H7003s, (B-CD); Cyclolab, Madarska

- 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin, Cs2H70-nO3s - (C3H70)n, DS = 4,5 (HP-B-CD); Cyclolab,
Madarska

- nasumic¢no metilirani B-ciklodekstrin, C42H70-nO3s - (CHs)n, DS = 12 (RM-B-CD); Cyclolab,
Madarska

- natrijeva sol sulfobutileter-B-ciklodekstrina, C42H70-nO35 - (C4HgO3SNa)n, DS = 6,5 (SBE-B-
CD); Cyclolab, Madarska

- kalijev dihidrogenfosfat, KH2POa, stupnja ¢isto¢e pro analysi; Kemika, Hrvatska

- klorovodi¢na kiselina, HCI (w = 37 %), stupnja ¢isto¢e pro analysi; GRAM-MOL d.o.o.,
Hrvatska

- natrijev hidroksid, NaOH, stupnja ¢istoc¢e pro analysi; Carlo Erba Reagents, Francuska

- simulirani duodenalni medij, pH = 4,5; pripravljen prema uputama iz jedanaestog izdanja
Europske farmakopeje!?*

- simulirani crijevni medij, pH = 6,8; pripravljen prema uputama iz jedanaestog izdanja
Europske farmakopeje*?*

- vodikov peroksid, H202 (w = 30 %), stupnja ¢isto¢e pro analysi; VWR Chemicals BDH,
Francuska

- acetonitril, CH3CN (ACN), stupnja cistoce za HPLC; J. T. Baker, SAD

- metanol, CH3OH (MeOH), stupnja ¢istoce za HPLC; J. T. Baker, SAD

- etanol, C2HsOH, stupnja ¢isto¢e pro analysi; GRAM-MOL d.o.0., Hrvatska

- metanol, CH3OH, stupnja ¢isto¢e za LC-MS; Carlo Erba Reagents, Francuska

- amonijev formijat, NHsHCOO (NH4F0), stupnja cisto¢e za LC-MS; Carlo Erba Reagents,
Francuska

- mravlja kiselina, HCOOH (FoA), stupnja cCisto¢e za LC-MS; Carlo Erba Reagents,

Francuska
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- amonijev acetat, NHsCH3COO (NHsAC), stupnja Cistoce za LC-MS; Carlo Erba Reagents,
Francuska

- octena kiselina, CHsCOOH (HAC), stupnja Cistoce za LC-MS; Carlo Erba Reagents,
Francuska

- ultracista voda dobivena koriStenjem Mili-Q Advantage A10 sustava za procis¢avanje;
Merck, Njemacka

- membranski filtri Chromafil Xtra H-PTFE 45/25, veli¢ina pora 0,45 um; Macherey-Nagel,
Njemacka

- membranski filtri Chromafil O-20/15 MS, veli¢ina pora 0,20 um; Macherey-Nagel,
Njemacka

- membranski filtri Chromafil Xtra PES-20/25, veli¢ina pora 0,20 um; Macherey-Nagel,

Njemacka

3.1.1. Priprema simuliranih biorelevantnih medija

Simulirani biorelevantni mediji pripravljeni su prema uputama iz jedanaestog izdanja Europske
farmakopeje.'?* Za podesavanje pH pripremljenih otopina koristen je pH-metar MP-220 Mettler
Toledo, kalibriran fosfatnim (pH 7,0) i acetatnim puferom (pH 4,0).

Otopina simuliranog duodenalnog medija (engl. simulated duodenal medium, SDM)
pripremljena je otapanjem 13,61 g KH2PO4 u 750 mL ultraciste vode. Otopini je po potrebi pH
podesen na 4,5 pomoc¢u HCI (¢ = 0,1 mol L2) ili NaOH (c = 0,1 mol L), te je tikvica od 1000
mL nadopunjena do oznake ultracistom vodom.

Otopina simuliranog intestinalnog medija (engl. simulated intestinal medium, SIM)
pripremljena je pipetiranjem 250,0 mL otopine KH2PO4 (c = 0,2 mol L) i 112,0 mL otopine
NaOH (¢ = 0,2 mol L™) u odmjernu tikvicu od 1000 mL, koja je potom nadopunjena ultradistom

vodom do oznake.
3.2. Metode karakterizacije

3.2.1. Solubilizacijska istrazivanja

Istrazen je utjecaj B-CD i njegovih derivata na topljivost LOR u vodi, simuliranom
duodenalnom i simuliranom intestinalnom mediju. Zbog dobre topljivosti loratadina pri niskim
pH-vrijednostima, utjecaj ciklodekstrina na topljivost LOR u simuliranom zelu¢anom mediju

(pH 1,2) nije istrazen.
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Preliminarna istrazivanja provedena su odvagom suviska LOR (10 mg za vodu i SIM, 40
mg za SDM) kojima je dodan odreden volumen otapala (5 mL vode ili SIM, 20 mL SDM) i
odvagana odredena koli¢ina CD tako da je njihova kona¢na koncentracija iznosila 1 x 102 mol
L. Buduéi da B-CD ima zna¢ajno nizu topljivost od njegovih derivata, dodana je koli¢ina B-
CD tako da je njegova konaéna koncentracija iznosila 5 x 1073 mol L. Uzorci su mijesani na
tresilici pri sobnoj temperaturi, a alikvoti su uzimani svaka 24 sata. Alikvoti uzoraka su
profiltrirani preko Chromafil Xtra H-PTFE filtra (veli¢ina pora 0,45 um) proizvodaca
Macherey-Nagel (Njemacka) te su potom razrijedeni, tako da je alikvotu uzorka u odredenom
otapalu bio dodan metanol, te je kona¢ni omjer metanola i alikvota uzorka bio 40:60 (v/v). Kao
otapala uzorka koriSteni su voda, SDM ili SIM. Uzorci su analizirani spektrofotometrijski (Amax
= 247 nm) pomocu Specord 200 spektrometra proizvodaca Analytik Jena (Njemacka). Raspon
valnih duljina bio je (190 — 500) nm, s postavljenom Sirinom pukotine od 2 nm i brzinom
snimanja od 10 nm s*. Koristene su konvencionalne kvarcne kivete (1 = 1 cm).

Zbog veoma niske topljivosti LOR pri visem pH, uzorak samog LOR, bez dodanih
ciklodekstrina, u vodi i u SIM nije bilo moguce analizirati spektrofotometrijski te je koriStena
tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti. Analiza je provedena pomocu instrumenta
Agilent 1220 Infinity opremljenog binarnom pumpom, automatskim uzorkivaem,
termostatiranim pretincem za kolonu i detektorom varijabilne valne duljine. Kromatografsko
razdvajanje provedeno je na koloni Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150 mm, 5 um). Mobilna
faza sastojala se od acetonitrila i vodene otopine amonijevog acetata (¢ = 1 x 102 mol L%, pH
podesen na 4,0 pomocu octene kiseline) u omjeru 70:30 (v/v). Protok mobilne faze iznosio je
0,5 mL min!, a temperatura kolone 40 °C. Valna duljina detekcije iznosila je 250 nm, a
volumen injektiranja 10 pL.

Solubilizacijska istrazivanja LOR u vodi i simuliranim biorelevantnim medijima provedena
su tako da je odvagan LOR u suvisku i dodan u 5 mL otapala u koje je takoder odvagana
odredena koli¢ina CD tako da je konaéni koncentracijski raspon za derivate 3-CD iznosio (0 —
40) x 10~ mol L%, odnosno (0 — 12,5) x 10~ mol L ™! (za B-CD). Uzorci su potom mijesani na
tresilici na sobnoj temperaturi do uspostavljanja ravnoteze (72 sata), razrijedeni metanolom
tako da je konac¢ni udio metanola iznosio 40 % i analizirani spektrofotometrijski ili teku¢inskom
kromatografijom visoke djelotvornosti kako je prethodno opisano.

U svakom je uzorku izracunata koncentracija otopljenog LOR te je konstruiran graf

ovisnosti koncentracije LOR o koncentraciji dodanog CD te je vrijednost topljivosti samog
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LOR (So) fiksirana za svaki set podataka, ovisno o eksperimentalnim podacima. 1z nagiba
dobivenog pravca i eksperimentalno dobivene topljivosti samog LOR izracunate su konstante

stabilnosti kompleksa (K1:1) i ué¢inkovitost kompleksiranja (CE) prema jednadzbama:

_ nagib
Kia = So(1—nagib) (7)
__ nagib
CE = 1—nagib (8)

gdje So oznacava topljivost loratadina.

Solubilizacijski potencijal (Smax/So) racunat je kao omjer koncentracije otopljenog LOR pri
maksimalnoj koncentraciji CD (Smax) i koncentracije otopljenog LOR bez prisutnosti CD (So).

Za sustave u kojima je uocen Ap tip krivulja, za izraCun konstanti stabilnosti i u¢inkovitosti
kompleksiranja uzet je samo linearan dio krivulje. Eksperimenti su ponovljeni tri puta za svaki
ciklodekstrin.

Spektrofotometrijsku i kromatografsku metodu koje su koristene za kvantifikaciju loratadina
u uzorcima bilo je potrebno validirati prema ICH smjernicama. U tu svrhu odredeni su sljedeci
parametri: podru¢je linearnosti, granice detekcije i kvantifikacije, to¢nost, selektivnost,
preciznost i robusnost.'®1% Budu¢i da je uocen utjecaj otapala na spektar loratadina,
spektrofotometrijske metode validirane su za svako otapalo (voda, simulirani duodenalni medij
I simulirani intestinalni medij).
a) Podrucje linearnosti

Pripremljeni su standardi loratadina u podru¢ju koncentracija (2 — 25) pg mL' za
spektrofotometrijske metode i (0,5 — 20) pg mL~* za kromatografsku metodu
b) Granice detekcije i kvantifikacije

Granice detekcije 1 kvantifikacije odredene su pripremom niza otopina loratadina u podrucju
(0,5 - 3,5) ug mL* za spektrofotometrijske metode i (0,04 — 0,16) ug mL* za kromatografsku
metodu. Ocitane su apsorbancije pri valnoj duljini maksimuma, odnosno povrSine
kromatografskog pika loratadina, te je regresijskom analizom odreden nagib pravca (S) i

standardna devijacija (). Granice detekcije i kvantifikacije odredene su prema formulama:
LOD =33 2 ©)

LOQ = 10 % (10)
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¢) Tocnost

Tocnost spektrofotometrijskin metoda odredena je pripremanjem po 3 otopine loratadina
koncentracija 5 i 20 ug mL™, a todnost kromatografske metode odredena je pripremanjem po 3
otopine loratadina koncentracija 1 i 10 pg mL™ koje su potom analizirane. Na temelju o&itanih
apsorbancija pri valnoj duljini maksimuma apsorpcije, odnosno povrsina kromatografskih
pikova loratadina izraCunate su koncentracije i analiticki povrat kao omjer izracunatih i
oc¢ekivanih koncentracija.
d) Preciznost metode

Preciznost metode odredena je na temelju tri parametra, ponovljivosti metode, ponovljivosti
instrumenta i medupreciznosti. Ponovljivost metode odredena je pripremom po 3 otopine
loratadina koncentracija 5 i 20 pg mL ! (za spektrofotometrijske metode), odnosno 1 i 10 pg
mL? (za kromatografsku metodu) koje su potom analizirane. Ponovljivost instrumenta
odredena je snimanjem jedne otopine tri puta. Medupreciznost je odredena pripremom po jedne
otopine loratadina prethodno navedenih koncentracija koje su potom analizirane tri dana za
redom. Ocitane su apsorbancije pri valnoj duljini maksimuma, odnosno povrsine
kromatografskih pikova i izraunato je relativno standardno odstupanje.
e) Robusnost

Robusnost kromatografske metode odredena je uvodenjem malih varijacija u protok
mobilne faze, temperaturu kolone, pocetni sastav mobilne faze i valnu duljinu detekcije, a
robusnost spektrofotometrijske metode odredena je uvodenjem malih varijacija u sastavu
otapala i valne duljine ocitanja apsorbancije, koristene za izratun koncentracije.
f) Specificnost/selektivnost

Specifi¢nost/selektivnost metode provedena je tako da je otopina loratadina pripremljena u
prisutnosti ciklodekstrina 1 spektrofotometrijski analizirana. Time je istrazen utjecaj
ciklodekstrina na UV-Vis spektar loratadina. Specifi¢nost/selektivnost kromatografske metode
provedena je analizom kromatograma otopine loratadina, budué¢i da su kromatografski

analizirane otopine samog loratadina, bez prisutnosti ciklodekstrina.

3.2.2. Spektrometrija masa visokog razlucivanja

Analiza inkluzijskih kompleksa, loratadina, B-ciklodekstrina i njegovih derivata provedena je
pomocu spektrometra masa visokog razlucivanja Agilent 6550 Series Accurate-Mass-

Quadrupole Time-of-flight (QTOF) uz direktno uvodenje uzoraka pomocu Agilent 1290 Infinity
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Il UHPLC sustava uz elektrorasprsenje kao metodu ionizacije. Otopine uzoraka pripremljene
su tako da je kona¢na koncentracija loratadina iznosila 4,4 x 107> mol L™t ili 2,2 x 10° mol L~
! a kona¢ni omjer LOR:CD iznosio je 1:1 (za B-CD), 1:2 (za RM-B-CD), odnosno 1:5 (za HP-
B-CD i SBE-B-CD). Kao otapalo koriStena je smjesa metanola i vode u omjeru 50:50 (v/v).
Otopine uzoraka uvodene SU u instrument injektiranjem 5 pL. uz protok mobilne faze 0,4
mL min~t. Mobilna faza sastojala se od 0,1 % mravlje kiseline u vodi (A) i u metanolu (B), u
omjeru A:B = 50:50 (v/v). Spektri su snimani u pozitivnom nacinu snimanja u rasponu
vrijednosti m/z (390 — 3200) pri rezoluciji od 2 GHz. Parametri ionskog izvora ugodeni su na
temelju pracenja intenziteta signala protoniranog iona koji odgovara kompleksu LOR i B-CD u
stehiometrijskom omjeru 1:1, [LOR/B-CD + H]" (m/z 1517,5218). Kona¢ni parametri navedeni

su u tablici 3. Kao protoé¢ni plin i plin za desolvataciju koristen je dusik.

Tablica 3. Parametri ionskog izvora optimizirani za detekciju kompleksa LOR i CD

Temperatura proto¢nog plina / °C 200
Protok proto¢nog plina / L mint 11
Tlak rasprsivaca/ psi 25
Potencijal kapilare / V 4000
Potencijal mlaznice / V 500
Temperatura plina za desolvataciju / °C 200
Protok plina za desolvataciju / L min! 15

3.2.3. Priprema binarnih sustava loratadina i ciklodekstrina u ¢vrstom stanju

Binarni sustavi loratadina i [-ciklodekstrina i njegovih derivata pripremljeni su u
stehiometrijskim omjerima LOR:CD 1:1 i 1:2 mehanokemijskom aktivacijom i susenjem
rasprSivanjem.

Mljeveni uzorci pripremljeni su u kuglicnom vibracijskom mlinu Retsch Mixer Mill MM
500 CONTROL (Zavod za farmaceutsku tehnologiju, Farmaceutsko-biokemijski fakultet,
SveuciliSte u Zagrebu) koriStenjem posudica za mljevenje 1 kuglica od cirkonijevog oksida.

Budu¢i da je solubilizacijskim istrazivanjima pokazano da su vrijednosti konstante
stabilnosti loratadina i HP-B-CD najmanje u odnosu na ostale ciklodekstrine, §to ukazuje na
najmanji afinitet loratadina prema interakciji s HP-B-CD, moze se pretpostaviti da ¢e priprava
binarnih sustava s ovim ciklodekstrinom biti tehnoloSki najzahtjevnija. Stoga je optimizacija
procesa mljevenja provedena na sustavu LOR:HP-B-CD stehiometrijskog omjera 1:1. Uzorak

je pripremljen tako da su odvagani LOR i HP-B-CD u ekvimolarnom omjeru. Istrazen je utjecaj
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ukupne mase uzorka (2,5 g i 1g), frekvencije mljevenja (15 Hz i 25 Hz) te broja (5, 10 i 15) i
vrste kuglica za mljevenje (kuglice promjera 5 i 10 mm). Tijek mljevenja pracen je razlikovnom
pretraznom kalorimetrijom tako da je svakih deset minuta uziman alikvot uzorka i analiziran.
Vrijeme mljevenja odredeno je kao vrijeme u kojemu je doSlo do potpune amorfizacije
loratadina u binarnom sustavu LOR:HP-B-CD stehiometrijskog omjera 1:1.

Binarni sustavi LOR:CD pripremljeni su metodom susenja rasprSivanjem tako da su prvo
pripremljene otopine loratadina u etanolu i ciklodekstrina u vodi. Odvagane su koli¢ine
loratadina i ciklodekstrina tako da su nakon mijesanja bili u stehiometrijskim omjerima 1:1 i
1:2. Nakon toga su otopine pomijeSane i uvodene u uredaj B-290 mini spray dryer proizvodaca
Buchi (Zavod za farmaceutsku tehnologiju, Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Sveudiliste u
Zagrebu). Ulazna temperatura iznosila je 120 °C, a izlazna 67 °C. Kapacitet aspiratora, odnosno

protoka zraka, bio je podesen na 100 %, a kapacitet pumpe na 5 %.

3.2.4. Karakterizacija binarnih sustava u ¢vrstom stanju

Uzorci binarnih sustava LOR:CD pripremljeni mljevenjem 1 suSenjem rasprSivanjem
analizirani su razlikovnom pretraznom kalorimetrijom, infracrvenom spektroskopijom i
difrakcijom rendgenskog zracenja na praskastom uzorku.

Razlikovna pretrazna kalorimetrija koriStena je za pracenje tijeka mljevenja | za
karakterizaciju produkata pripremljenih suSenjem rasprSivanjem. Mjerenja su provedena
pomocu uredaja TA DSC 250 proizvodaca TA Instruments, SAD (Zavod za farmaceutsku
tehnologiju, Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Sveucili§te u Zagrebu) u struji dusika. U
aluminijske posudice odvagano je otprilike 2 mg uzorka, te su DSC krivulje uzoraka snimljene
pri brzini zagrijavanja 10 °C min~! u temperaturnom rasponu (20 — 160) °C. Za odredivanje
taliSta loratadina koriStena je temperatura maksimuma signala. Udio kristalne frakcije

loratadina u uzorcima (engl. relative degree of crystallinity, RDC) izrac¢unat je prema formuli

RDC = 2fuzorak 100 o4 (11)

AH10R
gdje je AHuzorak entalpija taljenja LOR u pripremljenom uzorku, a AHLor entalpija taljenja
netretiranog LOR, a obje entalpije normirane su obzirom na udio LOR u uzorku.
Analiza infracrvenom spektroskopijom s Fourierovim transformacijama provedena je
tehnikom priguSene totalne refleksije. Infracrveni spektri snimljeni su pomocu IR spektrometra
Vector 22 tvrtke Bruker opremljenim PIKE MIRacle ATR nosacem s dijamant/ZnSe plohom.

Spektri su snimani u podruéju valnih brojeva (4000 — 600) cm pri rezoluciji od 4 cm™ i rezultat

Marijana Pocrnié¢ Doktorska disertacija



8 3. Eksperimentalni dio 36

su uprosjecivanja 32 snimanja. Takoder su snimljeni i spektri samog LOR i1 CD te fizi¢kih
smjesa.

Analiza difrakcije rendgenskih zraka na praSkastom uzorku provedena je pri sobnoj
temperaturi pomocu instrumenta Panalytical Empyrean Bragg-Brentano geometrije (Malvern
Panalytical, Ujedinjeno Kraljevstvo) opremljenim bakrovom anodom (CuKa; 4 = 1,5406 A),
Ni filterom i PIXcel3D-Medipix3 detektorom. Podaci su prikupljani kontinuirano u rasponu
vrijednosti kutova 20 od 3 ° do 40 ° s brzinom pretrazivanja 0,022 ° s~ pri é¢emu se broja¢ u

pojedinoj tocki zadrzavao 18,87 s.

3.2.5. Odredivanje zasiéene topljivosti loratadina i pripremljenih binarnih sustava

Istrazena je zasi¢ena topljivost loratadina i binarnih sustava LOR:CD pripremljenih mljevenjem
1 suSenjem rasprSivanjem. Uzorci su odvagani tako da je masa LOR iznosila 20 mg, osim u
slucaju uzorka LOR:RM-B-CD 1:2 gdje je masa LOR iznosila 30 mg (tablica 4). U uzorke je
dodano 5 mL simuliranog intestinalnog medija. Uzorci su potom stavljeni na tresilicu na sobnoj
temperaturi 72 sata. Nakon toga su profiltrirani i po potrebi razrijedeni te analizirani
spektrofotometrijski (Amax = 247 nm) prema metodi opisanoj u poglavlju 3.2.1. Svi uzorci su

pripremljeni u triplikatima.

Tablica 4. Odvage LOR i binarnih sustava LOR:CD pripremljenih mljevenjem i susenjem

rasprSivanjem za odredivanje zasi¢ene topljivosti

Uzorak m(uzorak) / mg

LOR 20,00
LOR:B-CD 1:1 80,00
LOR:B-CD 1:2 142,86
LOR:HP--CD 1:1 90,91
LOR:HP-B-CD 1:2 153,85
LOR:RM-B-CD 1:1 86,96
LOR:RM-B-CD 1:2 230,00
LOR:SBE-B-CD 1:1 133,00
LOR:SBE-B-CD 1:2 246,00

3.2.6. Odredivanje brzine in vitro otapanja LOR u pripremljenim binarnim sustavima

Odredivanje brzine in vitro otapanja istrazeno je metodom s lopaticama pomocu instrumenta

Agilent 708-DS Dissolution Apparatus (Zavod za farmaceutsku tehnologiju, Farmaceutsko-

biokemijski fakultet, Sveudiliste u Zagrebu) prema uputama europske farmakopeje.*?*
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Loratadin i binarni sustavi LOR:CD pripremljeni mljevenjem i suSenjem rasprsivanjem dodani
su u 900 mL medija za otapanje, termostatiranog na 37 °C. Odvage uzoraka prikazane su u
tablici 5, a odvagane su tako da je masa LOR u svakom uzorku iznosila 10 mg, $to odgovara
standardnoj oralnoj terapijskoj dozi lijeka. Kao medij za otapanje koriSten je simulirani crijevni
medij. Brzina mijesanja podesSena je na 50 rpm. Alikvoti od 5 mL uzorkovani su u vremenskim
intervalima od 5, 10, 15, 20, 30, 45 1 60 min od pocetka eksperimenta. Kako bi se osigurao
konstantan volumen medija za oslobadanje tijekom cijelog eksperimenta, nakon svakog
uzorkovanja dodan je jednak volumen termostatiranog medija za oslobadanje. Alikvoti su
profiltrirani preko Chromafil Xtra PES-20/25 filtera, te analizirani spektrofotometrijski pomocu
Agilent Cary 60 UV-Vis spektrofotometra (Zavod za farmaceutsku tehnologiju, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet, SveuciliSte u Zagrebu). Ocitana je apsorbancija pri 248 nm. Sva mjerenja
provedena su tri puta. Zbog veoma lose topljivosti loratadina pri ispitivanoj pH-vrijednosti, za
kvantifikaciju uzoraka samog loratadina i mljevenog loratadina koriStena je tekucinska

kromatografija prema metodi razvijenoj za solubilizacijska istrazivanja.

Tablica 5. Odvage LOR i binarnih sustava LOR:CD pripremljenih mljevenjem i susenjem

rasprSivanjem za odredivanje brzine in vitro otapanja LOR

Uzorak m(uzorak) / mg

LOR 10,0
LOR:B-CD 1:1 40,0
LOR:B-CD 1:2 71,4
LOR:HP-B-CD 1:1 45,5
LOR:HP-B-CD 1:2 83,3
LOR:RM-B-CD 1:1 43,5
LOR:RM-B-CD 1:2 76,9
LOR:SBE-B-CD 1:1 66,7
LOR:SBE-B-CD 1:2 125,0

Na temelju dobivenih profila otapanja loratadina izracunata je ucinkovitost in vitro otapanja

(engl. dissolution efficiency, DE) prema formuli

Jy Qat

Q100% Xt

DE = x 100 (12)

gdje je Q udio otopljenog loratadina, a t vrijeme.
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Takoder je izracunat i faktor povecanja ucinkovitosti in vitro otapanja (engl. dissolution

enhancement factor, DEF) prema formuli

DE(uzorak)

DEF = DE(LOR)

(13)

gdje je ucinkovitost otapanja LOR u uzorcima normirana u odnosu na uc¢inkovitost otapanja
samog loratadina.
Ucinak ciklodekstrina i nacina priprave uzoraka na otapanje loratadina dodatno je

vrednovan na temelju izracuna faktora sli¢nosti, f2, prema formuli

f, =50 log{[l + 2 (R - Tt)z]_o’5 x 100} (14)

gdje je n ukupan broj vremenskih to¢aka uzorkovanja, a Rt i Tt su srednje postotne vrijednosti
otopljene koli¢ine lijeka iz referentnog, odnosno testnog sustava u nekoj vremenskoj tocki t (1
<t<n).’?® Budu¢i da su za ra¢unanje vrijednosti f> u ovom radu koristene prosje¢ne vrijednosti

tri mjerenja, rezultati su izraZeni kao prosjecni faktori sli¢nosti.

3.2.7.  Utjecaj ciklodekstrina na stabilnost loratadina

Istrazen je utjecaj ciklodekstrina na stabilnost loratadina provodenjem eksperimenata prisilne
razgradnje, ubrzane razgradnje te fotorazgradnje. Medutim, prije provodenja navedenih
istrazivanja bilo je potrebno razviti i validirati metodu tekuéinske kromatografije ultravisoke
djelotvornosti uz detektor s nizom dioda (engl. ultrahigh performance liquid chromatography
diode array detector, UHPLC-DAD).

3.2.1.1. Razvoj i validacija metode analize LOR u prisutnosti razgradnih produkata

Razgradnja loratadina pracena je tekucinskom kromatografijom ultravisoke djelotvornosti
(Agilent 1290 Infinity I1) uz detektor s nizom dioda. Kromatografsko razdvajanje provedeno je
na koloni Zorbax Eclipse Plus C18 (2,1 x 50 mm, 1,8 um) pri protoku 0,2 mL min? i
temperaturi kolone 40 °C. Kako bi se odredili optimalni uvjeti snimanja LOR, ispitane su
razli¢ite mobilne faze (tablica 6) uz gradijentno eluiranje (tablica 7). Valna duljina detekcije

bila je 278 nm, a volumen injektiranja 5 pL.
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Tablica 6. Ispitane mobilne faze pri razvoju metode odredivanja LOR u prisutnosti razgradnih

produkata
Metoda Mobilna faza A Mobilna faza B
A 0,1 % FoA u H20 0,1 % FoA u ACN
B 0,1 % FoA u HxO 0,1 % FoA u MeOH
C 5 mmol L NH4Fo u H,0 ACN
D 5 mmol L' NH4Fo u H,0 MeOH
E 5 mmol L! NHsAc u H,0 ACN
F 5 mmol L™! NHsAc u H,0 MeOH

FoA — mravlja kiselina; NH4sFo — amonijev formijat; NHsAc — amonijev acetat; ACN — acetonitril; MeOH -

metanol

Tablica 7. Program gradijentnog eluiranja metode analize LOR u prisutnosti razgradnih

produkata
Vrijeme / min Sastav mobilne faze A/ %
0 95
13 5
15 95

Nakon odabira optimalnih uvjeta, metoda je validirana prema ICH smjernicama, te su odredeni
sljedeci parametri: podrucje linearnosti, granice detekcije 1 kvantifikacije, to¢nost, preciznost i
robusnost,108:109
a) Podrudcje linearnosti

Pripremljeni su standardi loratadina u metanolu u podruéju koncentracija (5 — 50) pg mL ™.
b) Granice detekcije i kvantifikacije

Granice detekcije 1 kvantifikacije odredene su pripremom niza otopina loratadina u podrucju
(0,5 — 5) ng mL 1 Svaki standard injektiran je tri puta te su ocitane povriine ispod
kromatografskih pikova. Regresijskom analizom odreden je nagib pravca (S) i standardna

devijacija (o). Granice detekcije i kvantifikacije odredene su prema formulama:
LOD =33 ¢ (15)

LOQ = 10 g (16)
c) Tocnost

Tocnost metode odredena je pripremanjem po 6 otopina loratadina koncentracija 10, 30 i

50 pg mL ! koje su potom analizirane. Na temelju o¢itanih povrsina kromatografskih pikova
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loratadina izraunate su koncentracije i analiticki povrat, kao omjer izracunatih i ocekivanih
koncentracija.
d) Preciznost metode

Preciznost metode odredena je na temelju tri parametra, ponovljivosti metode, preciznosti
injektiranja 1 medupreciznosti. Ponovljivost metode odredena je pripremom po 6 otopina
loratadina koncentracija 10, 30 i 50 pg mL ™! koje su potom analizirane. O¢itane su povrsine
kromatografskih pikova i1 izracunato je relativno standardno odstupanje. Preciznost injektiranja
odredena je uzastopnim injektiranjem otopina loratadina koncentracija 10, 30 i 50 ug mL?,
ocitanjem vremena zadrzavanja i povrSine kromatografskih pikova loratadina te raCunanjem
relativnog standardnog odstupanja. Medupreciznost je odredena pripremom po jedne otopine
loratadina koncentracije 10, 30 i 50 ug mL ! koje su potom analizirane kroz tri dana.
e) Robusnost

Robusnost je odredena uvodenjem malih varijacija u protok mobilne faze, temperaturu
kolone i pocetni sastav mobilne faze.
f) Specificnost/selektivnost

Specifi¢nost/selektivnost metode provedena je tako da su snimljeni kromatogrami otopina
loratadina izlozenih razgradnji pri luznatim i oksidativnim uvjetima. Nakon toga, odredeno je
dolazi li do preklapanja kromatografskog pika loratadina i kromatografskih pikova njegovih
nastalih razgradnih produkata.

3.2.1.2. Prisilna razgradnja loratadina

Provedena je prisilna razgradnja loratadina prema ICH smjernicama.'?® Razgradnja je
provedena u kiselim, bazi¢nim 1 oksidativnim uvjetima, pri sobnoj temperaturi te pri povisenoj
temperaturi.

Otopina loratadina pripremljena je otapanjem u metanolu tako da je kona¢na koncentracija
LOR iznosila 1,0026 mg mL™. Uzorci za prisilnu razgradnju pripremljeni su u odmjernim
tikvicama od 10 mL tako da je otpipetiran 1 mL otopine LOR te je dodan 1 mL stresora (1 mol
L~ HCI, 1 mol L* NaOH ili 3 % H,02). Uzorci su potom ostavljeni na sobnoj temperaturi ili
zagrijavani u vodenoj kupelji na 80 °C u razli¢itim vremenskim periodima (O h, 1 h,2 h, 5hi
8 h). Nakon odredenog vremena, uzorci za razgradnju pri kiselim i bazi¢nim uvjetima
neutralizirani su s 1 mL neutralizacijskog sredstva (1 mol L™ NaOH ili 1 mol L™ HCI), te

nadopunjeni do oznake metanolom, profiltrirani 1 razrijedeni po potrebi. Takoder su
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pripremljeni i kontrolni uzorci gdje je u odmjernu tikvicu od 10 ml otpipetiran 1 mL otopine
LOR inadopunjeno do oznake metanolom, profiltrirano i razrijedeno kao i uzorci nakon prisilne
razgradnje. Pripremljeni su i uzorci slijepe probe gdje su dodani samo stresori. Uzorci su
analizirani  prethodno validiranom UHPLC-DAD metodom. Ocitane su povrSine
kromatografskog pika loratadina i izraunat je udio razgradnje.

Prisilna razgradnja mljevenih binarnih sustava LOR:CD stehiometrijskih omjera 1:1 1 1:2
provedena je pripremom uzoraka otapanjem 10 mg uzoraka u 10 mL 75 %-tnog metanola.
Uzorci za prisilnu razgradnju pripremljeni su na isti nacin kao i u slu¢aju samog LOR, medutim
dodatno razrjedivanje nije bilo potrebno. Uzorci su analizirani nakon 8 sati razgradnje na sobnoj

temperaturi i pri 80 °C.

3.2.1.3. Analiza razgradnih produkata spektrometrijom masa visokog raz/ucivanja

Uzorci loratadina i binarnih sustava LOR:CD nakon 8 sati razgradnje u kiselom i bazi¢nom
mediju te pri oksidativnim uvjetima, analizirani su spregnutim sustavom tekuéinske
kromatografije ultravisoke djelotvornosti (Agilent 1290 Infinity 11) i spektrometrije masa
visokog razlu¢ivanja (Agilent 6550 QTOF). Kromatografski uvjeti bili su isti kao i pri analizi

metodom UHPLC-DAD, a parametri spektrometra masa navedeni su u tablici 8.

Tablica 8. Parametri ionskog izvora optimizirani za analizu razgradnih produkata LOR

Temperatura proto¢nog plina / °C 350
Protok proto¢nog plina / L min™? 11

Tlak rasprsivaca / psi 35
Potencijal kapilare / V 3500
Potencijal mlaznice / V 1000
Temperatura plina za desolvataciju / °C 200

Protok plina za desolvataciju / L min™ 14

Raspon m/z 100 — 1000
lonizacija ESI(+)

3.2.1.4. Fotostabilnost loratadina

Fotostabilnost loratadina ispitana je prema ICH smjernicama iz poglavlja Q1B.*?” Uzorci LOR
I odabranih binarnih sustava LOR:CD u triplikatu naneseni su u ravnhomjernom sloju u
kromatografske bocice. Kontrolni uzorci pripremljeni su na isti nacin i zamotani u aluminijsku

foliju. Svi uzorci smjeSteni su u stabilitetne komore Memmert ICH110L eco (Zavod za
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farmaceutsku tehnologiju, Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Sveuciliste u Zagrebu) i izlozeni
izvoru dnevnog svijetla (8,5 kLux) u trajanju od 141,2 sata te izvoru UV zragenja (5 W m™2) u
trajanju od 40 sati kako bi se osigurali standardni uvjeti osvijetljenosti od 1 200 000 Lux h i
200 W h m~ propisanih od strane ICH.*?” Uzorci su potom otopljeni, profiltrirani i analizirani
prethodno validiranom metodom UHPLC-DAD. Medutim, koristena je kolona Waters Acquity
BEH C18 (2,1 x 100 mm, 1,7 pm), buduéi da je prethodno koriStena Zorbax kolona bila
neupotrebljiva zbog veoma visokog tlaka u koloni, koji je vjerojatno uzrokovan zaostalim
ciklodekstrinima vezanima na stacionarnu fazu.'?® Stoga je metoda ponovno revalidirana prema

ve¢ navedenim parametrima.

3.2.1.5. Studije ubrzane razgradnje loratadina

Istrazena je stabilnost loratadina 1 odabranih binarnih sustava LOR:CD provodenjem
eksperimenata dugotrajne razgradnje prema ICH smijernicama.'?®® Uzorci su odvagani u
triplikatima tako da je kona¢na masa LOR iznosila 1 mg te pohranjeni u stabilitetne komore
Memmert ICH110L eco (Zavod za farmaceutsku tehnologiju, Farmaceutsko-biokemijski
fakultet, SveuciliSte u Zagrebu) termostatirane na temperaturu od 40 °C uz relativnu vlaznost
od 75 %. Ubrzana razgradnja provodena je Sest mjeseci, uz periodi¢nu analizu tekuc¢inskom

kromatografijom ultravisoke djelotvornosti svakih mjesec dana.
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Utjecaj ciklodekstrina na topljivost loratadina

Istrazen je utjecaj B-ciklodekstrina i njegovih derivata (HP-B-CD, RM-B-CD i SBE-B-CD) na
topljivost loratadina u vodi i simuliranim biorelevantnim medijima. Prvo je bilo potrebno razviti
i validirati UV-Vis metode analize loratadina u prisutnosti ciklodekstrina u ispitivanim
biorelevantnim medijima. Ciklodekstrini nemaju znacajan utjecaj na UV spektar loratadina, a
razvijene UV-Vis metode pokazale su se robusne i ponovljive, sa zadovoljavaju¢im granicama
detekcije i kvantifikacije, te linearnim rasponom (tablica D1 i slike D1 i D3). Budu¢i da je
topljivost samog loratadina pri visSim pH-vrijednostima veoma niska, za kvantifikaciju je

razvijena i validirana metoda tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (tablica D1 i slika

D2).

4.1.1. Preliminarna istraZivanja

Prije provodenja solubilizacijskih istrazivanja provedena su preliminarna istrazivanja, kako bi
se utvrdilo koji ciklodekstrini imaju pozitivan utjecaj na topljivost loratadina u vodi i
simuliranim biorelevantnim medijima. Stoga je u otopinu pojedinih ciklodekstrina ¢ija je
konaéna koncentracija iznosila 1 x 1072 mol L (odnosno 5 x 10~ mol L™ za p-CD) dodan
suviSak loratadina. Otopina je mijeSana do uspostavljanja ravnoteze (72 h) te je odredena
koncentracija otopljenog loratadina u svim uzorcima prethodno validiranim UV-Vis ili HPLC
metodama.

Loratadin je pokazao trend povecanja topljivosti smanjenjem pH-vrijednosti, $to je u skladu
s literaturom.!*” U simuliranom duodenalnom mediju topljivost loratadina iznosila je 9,14 pg
mL2, dok je u simuliranom intestinalnom mediju iznosila 0,93 pg mL ™. Budu¢i da je loratadin
topljiv pri niskim pH-vrijednostima, simulirani Zelu¢ani medij nije istraZivan u ovom radu.!’
Uoceno je zna¢ajno povecanje topljivosti u prisutnosti svih ciklodekstrina. U svim medijima
povecanje topljivosti loratadina prati isti slijed RM-B-CD > SBE--CD > HP-B-CD > B-CD,
gdje je RM-B-CD uzrokovao najveée povecanje topljivosti, a B-CD najmanje. Najmanji utjecaj
B-CD na topljivost moze biti uzrokovan manjom koncentracijom CD. Takoder, topljivost LOR

u vodi i simuliranim biorelevantnim medijima u prisutnosti RM-B-CD je relativno sli¢na, $to
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moze ukazivati na pH neovisnu topljivost LOR u prisutnosti ovog CD. U tablici 9 navedeni su
rezultati preliminarnih istrazivanja utjecaja ciklodekstrina na topljivost loratadina u vodi i
simuliranim biorelevantnim medijima, te je povecanje topljivosti iskazano kao omjer

koncentracije LOR u uzorcima s CD (ycp) i koncentracije samog LOR (yo).

Tablica 9. Topljivosti LOR i faktor poveéanja njegove topljivosti u prisutnosti CD (5 x 1073
mol L za B-CD, 1 x 1072 mol L ! za derivate B-CD) u vodi i simuliranim biorelevantnim

medijima, pri sobnoj temperaturi

voda SDM (pH 4,5) SIM (pH 6,8)
;;L(Ig_gi)‘l/ ycol/yo };Elg_gi)-l/ yco/yo J;f{g_zi)_l/ yco/yo
LOR 1,80 1 9,14 1 0,93 1
LOR+B-CD 443,84 247 523,16 57 477,01 516
LOR+HP-B-CD 465,10 258 646,82 71 608,96 658
LOR+RM-B-CD 1110,39 617 1178,37 129 1140,39 1232
LOR+SBE-B-CD 931,16 517 1098,98 120 1026,75 1110

yco — koncentracija LOR u prisutnosti CD; yo — koncentracija LOR bez prisutnosti CD

4.1.2. Solubilizacijska istrazivanja

Solubilizacijska istrazivanja loratadina u prisutnosti 3-CD i njegovih derivata (HP-p-CD, RM-
B-CD i SBE-B-CD) provedena su u vodi i simuliranom intestinalnom i duodenalnom mediju.
Budu¢i da je loratadin dobro topljiv pri niskim pH-vrijednostima, utjecaj ciklodekstrina na
topljivost loratadina u simuliranom Zelu¢anom mediju nije istraZivan u ovom radu.**” Svi
ciklodekstrini pokazali su pozitivan utjecaj na topljivost loratadina u svim ispitivanim
medijima, te su stoga solubilizacijska istrazivanja provedena sa svim ciklodekstrinima.
Pripremljeni su uzorci suviska loratadina u otopinama -CD i njegovih derivata tako da je
konaéna koncentracija CD bila u rasponu (0 — 40) x 102 mol L (derivati p-CD), odnosno (0
— 12,5) x 10 mol L (B-CD). Uzorci su mijesani na sobnoj temperaturi 72 sata do
uspostavljanja ravnoteze te je odredena koncentracija otopljenog LOR u svakom uzorku i
konstruirani su dijagrami topljivosti za svaki CD u svim medijima (slika 15). Topljivost LOR
je linearno ovisna o koncentraciji f-CD (osim pri pH 6,8) i SBE-B-CD, §to ukazuje na nastanak
kompleksa stehiometrije 1:1. Medutim, krivulja topljivosti LOR u prisutnosti f-CD u
simuliranom intestinalnom mediju pokazuje blago pozitivno odstupanje od linearnosti, §to

ukazuje na nastanak kompleksa stehiometrije 1:2 pri ve¢im koncentracijama ciklodekstrina. Isti
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tip krivulje uocen je i u prisutnosti HP-B-CD (osim pri pH 6,8) i RM-B-CD. Ovi rezultati su
djelomic¢no u skladu s prijasnjim istrazivanjima. Naime, iako u radu Lin i sur. iz 2012. godine
predlazu nastanak kompleksa LOR:HP-B-CD stehiometrije 1:1 u vodi, koncentracije dodanog
CD bile su u rasponu (0 — 20) x 103 mol L™1.2! U ovom radu koristen je znacajno veéi raspon
koncentracija dodanog ciklodekstrina (do 40 x 102 mol L), te je blago pozitivno odstupanije
uoceno tek pri visSim koncentracijama, ¢ime se mogu objasniti razlike u dobivenim rezultatima.
Nadalje, Omar i sur. su u svome radu iz 2007. godine dokazali nastajanje kompleksa
stehiometrija 1:1 i 1:2 u prisutnosti f-CD i HP-B-CD u fosfatnom puferu pH 7,0, $to je u skladu
s rezultatima dobivenima u ovom radu. U puferu pH 4,4 loratadin s 3-CD tvori samo komplekse
1:1, §to je takoder u skladu s rezultatima u ovom radu.'!’ Nastanak kompleksa LOR:CD 1:2
takoder je potvrden izotermalnom titracijskom kalorimetrijom, eksperimentima koje je provela
izv. prof. dr. sc. Ana Budimir (Zavod za op¢u i anorgansku kemiju, Farmaceutsko-biokemijski

fakultet, Sveudiliste u Zagrebu).'?°
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Slika 15. Dijagrami topljivosti LOR u prisutnosti 3-CD i njegovih derivata u vodi (a), SDM

(b) i SIM (c); sobna temperatura, 72 h mijeSanja, n = 3
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Neovisno o dobivenom tipu krivulja topljivosti, racunate su samo konstante stabilnosti
kompleksa 1:1, budu¢i da koncentracijsko podrucje nije bilo dovoljno Siroko za pouzdano
odredivanje konstante Ki:». Stoga su samo linearna podrucja krivulja bila koriStena za
odredivanje Ky:1 te eksperimentalno dobivene vrijednosti So. Takoder je odredena u¢inkovitost
kompleksiranja (CE) i solubilizacijski potencijal (Smax/So) kao omjer otopljenog LOR pri
najve¢oj dodanoj koli¢ini CD (Smax) 1 bez dodanog CD (So). Rezultati solubilizacijskih
istrazivanja LOR u prisutnosti -CD i njegovih derivata u vodi i simuliranim biorelevantnim

medijima pri sobnoj temperaturi prikazani su u tablici 10.

Tablica 10. Konstante stabilnosti (logK1:1), u¢inkovitost kompleksiranja (CE) i solubilizacijski
potencijal (Smax/So) izracunati na temelju solubilizacijskih istrazivanja LOR i CD u vodi i

simuliranim biorelevantnim medijima pri sobnoj temperaturi (n = 3)

medij log Ki:1 CE Smax/So Tip Kkrivulje
Voda 4,82 +0,01 0,323 £ 0,015 619 £ 27 AL
B-CD pH 4,5 4,19+0,01 0,381 £ 0,011 141 +4 AL
pH 6,8 5,23 £ 0,02* 0,526 + 0,021* 1431 £ 43 Apr
Voda 4,42 +0,02** | 0,131 +£0,002** | 1048 + 22 Ap
HP-p-CD | pH4,5 | 3,92+0,02** | 0,207 +0,002** 298 + 18 Ap
pH 6,8 4,84 + 0,02 0,222 + 0,006 2288 + 49 AL
Voda | 514 +0,01*** | 0,462 + 0,013*** | 4690 + 237 Ap
RM-B-CD | pH4,5 | 4,40+0,02** | 0,506 + 0,002** 619 + 21 Ap
pH6,8 | 5,20+0,01** | 0,485+ 0,025** | 5886 + 446 Ap
Voda 4,95+0,01 0,294 + 0,009 2770 £ 58 AL
SBE-B-CD | pH 4,5 4,20 £ 0,04 0,331 + 0,025 480 + 39 AL
pH 6,8 5,03 +0,03 0,294 + 0,009 3382 £ 192 AL

linearni raspon CD: * 0 — 7,5 mM; ** 0 — 25 mM; *** 0 — 20 mM

U literaturi nema puno podataka o utjecaju CD na topljivost LOR. Vec¢ina rezultata odnosi se
na utjecaj B-CD na topljivost LOR u vodi. Rezultati su uglavnom izrazeni pomoc¢u konstante
stabilnosti, iako ucinkovitost kompleksiranja pruza bolju usporedbu, buduci da ne ovisi o
nadinu odredivanja So.%® U ovom radu konstanta stabilnosti LOR:B-CD 1:1 kompleksa u vodi,
1zrazena kao logKi:1, iznosi 4,82, §to se znacajno razlikuje od vrijednosti dobivenih u prijaSnjim
istrazivanjima (4,33'%°, 4,34'?! i 506''7). Kao $to je ve¢ navedeno, dobivene vrijednosti
konstanti stabilnosti ovise 0 So. Budu¢i da za lijekove ¢ija je topljivost manja od 0,1 x 10~ mol
L intrinzi¢na topljivost lijeka ne odgovara odsjecku osi y dijagrama topljivosti, te ée stoga na
izraCunatu vrijednost konstante znafajno utjecati koristi li se eksperimentalno dobivena

vrijednost So ili se koristi odsje¢ak na osi y. Nadalje, literaturnim pregledom uocen je velik
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raspon vrijednosti eksperimentalno dobivenih Sp, ovisno o metodi analize. U ovom radu
topljivost LOR u vodi iznosila je (4,14 + 0,85) x 10° mol L%, a u radovima su pronadene
vrijednosti u rasponu (2,68 — 59) x 10° mol L™, §to moZe objasniti velike diskrepancije u
vrijednostima konstanti stabilnosti.**81° Medutim, dobiveno je dobro slaganje u vrijednostima
konstante stabilnosti kompleksa LOR:HP-B-CD 1:1 u vodi, budu¢i da vrijednost dobivena u
ovom radu (logK1:1 = 4,42) odgovara vrijednosti dobivenoj u radu Lin i sur. iz 2012. godine
(logKi1 = 4,35).12! Razlike u dobivenim vrijednostima konstanti stabilnosti kompleksa
LOR:SBE-B-CD 1:1 takoder se mogu objasniti ve¢im rasponom dodanog CD u ovom radu ((0
—40) x 10~° mol L) naspram onog u radu Ramesh i sur. iz 2020. godine ((0 — 12) x 103 mol
L1122

Jo§ jedan faktor koji oteZava usporedbu rezultata je stupanj supstitucije derivata B-CD,
buduéi da moZe znacajno utjecati na solubilizacijski potencijal.?® U literaturi je veoma rijetko
naveden prosjecni stupanj supstitucije koriStenih ciklodekstrina, tako da razlike u rezultatima
mogu biti djelomi¢no i posljedica koriStenja smjese derivata ciklodekstrina razli¢itog

prosje¢nog stupnja supstitucije.

4.2. Spektrometrija masa visokog razlucivanja

Kako bi dobili bolji uvid u stehiometriju nastalih inkluzijskih kompleksa koriStena je
spektrometrija masa, buduc¢i da se stehiometrija inkluzijskih kompleksa odredena u plinovitoj
fazi moze korelirati s ponasanjem u otopini.8%8!

Na slici 16 prikazan je MS spektar otopine loratadina i B-CD. U spektru je vidljiv signal pri
m/z 1135 koji odgovara protoniranoj molekuli -CD te signal pri m/z 1157 koji odgovara ionu
adukta molekule B-CD s Na*. Takoder je uocen i signal pri m/z 1517 koji odgovara protoniranoj
molekuli kompleksa LOR:B-CD 1:1. Signal pri m/z 787 odgovara natrijevom aduktu dimera
loratadina. U tablici 11 navedene su vrijednosti izmjerenih i izra¢unatih to¢nih masa i

odstupanja izra¢unata prema formuli

pogre$ka = M/Zeksp.” M/Zteor. 10° [ppm] 17)

m/Zteor.

gdje m/zeksp. 0znacava eksperimentalno izmjerenu masu, a m/zgor. 0Oznacava izraCunatu to¢nu

masu.
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Slika 16. ESI(+) MS spektar otopine LOR:B-CD, otapalo MeOH:voda 1:1, ¢(LOR) = c¢(B-CD)

=2,2 x10* mol L. Signal inkluzijskog kompleksa oznaden je zvjezdicom

Tablica 11. Izracunate i izmjerene vrijednosti m/z uocene u MS spektru otopine LOR:B-CD,
otapalo MeOH:voda 1:1, ¢(LOR) = ¢(B-CD) = 2,2 x10* mol L%, ESI(+)

Izracunati m/z Izmjereni m/z Pogreska / ppm
[B-CD + H]* 1135,3770 1135,3775 0,44
[B-CD + Na]* 1157,3590 1157,3607 1,47
[LOR:B-CD + H]* 1517,5219 1517,5237 1,19

Fragmentacijom molekulskog iona inkluzijskog kompleksa LOR:B-CD (m/z 1517) pri
kolizijskim energijama od 10 V, 20 V i 40 V, dobiveni su MS/MS spektri prikazani na slici 17
I u tablici 12. Vidljivo je da inkluzijski kompleks fragmentira disocijacijom molekule LOR iz
kompleksa, pri ¢emu naboj ostaje na LOR, te dolazi do neutralnog gubitka molekule B-CD.
Iako je pri 10 V bazni ion onaj koji pripada kompleksu, ion koji odgovara LOR je znacajno
visokog intenziteta. Povec¢anjem kolizijske energije, povecava se intenzitet iona LOR, a pri 40
V u MS/MS spektru je osim molekulskog iona LOR uocen i signal iona m/z 337 niskog

intenziteta, koji odgovara fragmentnom ionu LOR.
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Slika 17. ESI(+) MS/MS spektar iona [LOR:B-CD + H]" (m/z 1517,5219), kolizijska energija
10V

Tablica 12. Relativni intenziteti signala dobivenih MS/MS analizom iona [LOR:B-CD + H]*
(m/z 1517,5219), kolizijske energije 10 V, 20 V1 40 V, ESI(+)

Kolizijska energija / V

Asignacija Izracunati 10 20 40
signala m/z Izmjereni | R. . | Izmjereni | R.I. | Izmjereni | R. I.
m/z /% m/z | % m/z | %
[LOR:B- 1517,5219 | 1517,5205 | 100 |1517,5177 | 19,38 - -
CD+H]" ' ’ ’ ’
[LOR+H]" 383,1521 | 383,1513 | 59,43 | 383,1517 | 100 | 383,1515 | 100
[C20H18CIN2OT* | 337,1102 - - 337,1117 | 0,53 | 337,1095 | 1,20

R. I. — relativni intenzitet

Budu¢i da su derivati B-CD koriSteni u ovom radu zapravo smjesa razli¢ito supstituiranih
molekula B-CD s velikim rasponom stupnjeva supstitucije, njihovi MS spektri su znacajno
kompleksniji.>**° Stoga se u MS spektru osim skupine signala koji odgovaraju CD pojedinih
stupnjeva supstitucije (ukljuujuéi protonirane ione i adukte s Na*), nalazi i analogan skup
signala inkluzijskog kompleksa 1:1. Tako je u MS spektru otopine LOR:HP-B-CD uocen skup
signala koji odgovaraju ionima [HP-B-CD + H]" stupnjeva supstitucije u rasponu 2 — 8 (raspon
m/z 1251 — 1600) te skup signala koji odgovara ionima [M + H]" kompleksa LOR:HP-B-CD
1:1 (raspon m/z 1750 — 1924). MS spektar otopine LOR:HP-B-CD prikazan je na slici 18, au
tablici 13 navedene su izmjerene i izracunate vrijednosti m/z iona koji odgovaraju protoniranim
molekulama HP-B-CD i kompleksa LOR:HP-B-CD 1:1.
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Tablica 13. Izracunate i izmjerene vrijednosti m/z uocene u MS spektru otopine LOR:HP-f-
CD, otapalo MeOH:voda 1:1, ¢(LOR) = 2,2 x10~* mol L%, ¢c(HP-B-CD) = 1,1 x103 mol L*

HP-g-CD LOR:HP-B-CD 1:1
DS [M+ HJ+ [M + H]+
Izrac¢unati | Izmjereni | Pogreska / | Izracunati | 1zmjereni | Pogreska /
m/z m/z ppm m/z m/z ppm
2 1251,4608 | 1251,4582 -2,08 1633,6056 - -
3 1309,5026 | 1309,5013 -0,99 1691,6474 - -
4 1367,5445 | 1367,5448 0,22 1749,6893 | 1749,6843 -2,86
5 1425,5864 | 1425,5869 0,35 1807,7321 | 1807,7272 -2,71
6 1483,6282 | 1483,6284 0,13 1865,7730 | 1865,7658 -3,86
7 1541,6701 | 1541,6695 -0,39 1923,8149 | 1923,8115 -1,77
8 1599,7120 | 1599,7080 -2,50 1981,8568 - -
DS - stupanj supstitucije
X103
1,1
‘I_
0,91
0,81
©
=07
j':.% 061 HP-§-CD
c
= 051
1425 5869
0,41
0.31 787.2785
02 LOR+HP-§-CD
0:"_i 1807,7272
D-_'_....J.l.n.ﬂ.hll.l..llnlll ..nll]l.

1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800
m/z

Slika 18. ESI(+) MS spektar otopine LOR:HP-B-CD, otapalo MeOH:voda 1:1, ¢(LOR) = 2,2
x104 mol L, ¢(HP-B-CD) = 1,1 X103 mol L™

400 600 800 1000 1200

Provedena je i MS/MS analiza iona m/z 1807,7321 budu¢i da odgovara ionu protoniranog
kompleksa, a signal je najveceg intenziteta. Nacin fragmentacije kompleksa LOR:HP-B-CD
odgovara nacinu fragmentacije kompleksa LOR:B-CD, odnosno dolazi do disocijacije

kompleksa pri ¢emu naboj ostaje na loratadinu (slika 19 i tablica 14).
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Slika 19. ESI(+) MS/MS spektar iona [LOR:HP-B-CD + H]* (m/z 1807,7321), kolizijska
energija 10 V

Tablica 14. Relativni intenziteti signala dobivenih MS/MS analizom iona [LOR:HP-B-CD +
H]* (m/z 1807,7321), kolizijske energije 10 V/, 20 V i 40 V, ESI(+)

Kolizijska energija/V

Asignacija | Izra¢unati 10 20 40
signala m/z Izmjereni | R. 1./ | Izmjereni | R. 1./ | Izmjereni | R. 1./
m/z % m/z % m/z %
['E%R;H:]'P' 1807,7321 | 1807,7081 | 100 | 1807,7353 | 5445 | - :
[LOR +H]* | 383,1521 | 383,1457 | 68,37 | 383,1461 | 100 | 383,1494 | 100

R. I. — relativni intenzitet

Slican trend kao i u MS spektru otopine LOR:HP-B-CD uocen je i u MS spektru otopine
LOR:RM-B-CD. Uoceni su skupovi signala koji odgovaraju ciklodekstrinu razlicitih stupnjeva
supstitucije i skupovi signala koji odgovaraju inkluzijskim kompleksima. Medutim, u spektru
RM-B-CD nisu uoceni signali iona koji bi odgovarali protoniranim molekulama, ve¢ signali
jednostruko i dvostruko nabijenih adukata s Na* u rasponima vrijednosti m/z 1283 — 1367 (ion
[M + Na]*) i 653 — 695 (ion [M + 2Na]?*) koji odgovaraju molekulama stupnja supstitucije u
rasponu 9 — 15. Osim navedenih signala uoceni su i signali protoniranog kompleksa LOR:RM-
B-CD 1:1 u rasponu m/z 1644 — 1714 (slika 20 i tablica 15).
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Slika 20. ESI(+) MS spektar otopine LOR:RM-B-CD, otapalo MeOH:voda 1:1, ¢c(LOR) = 4,4
x10~° mol L, ¢(HP-B-CD) = 8,8 x10°> mol L™
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Tablica 15. IzraCunate i izmjerene vrijednosti m/z uo¢ene u MS spektru otopine LOR:RM-B-CD, otapalo MeOH:voda 1:1, ¢(LOR) = 4,4
x107° mol L%, ¢(HP-B-CD) = 8,8 x10° mol L%, ESI(+)

RM-B-CD LOR:RM-B-CD 1:1
DS M + Na]* [M + 2Na]?* [M+ HJ*
Izracunati Izmjereni | PogreSka | Izracunati Izmjereni | Pogreska | Izracunati Izmjereni | Pogreska
m/z m/z / ppm m/z m/z / ppm m/z m/z / ppm
9 1283,4998 1283,5025 2,10 653,2445 653,2460 2,30 1643,6627 1643,6640 0,79
10 1297,5155 1297,5172 131 660,2524 660,2543 2,88 1657,6783 1657,6814 1,87
11 1311,5311 1311,5335 1,83 667,2602 667,2627 3,75 1671,6940 1671,6960 1,20
12 1325,5468 1325,5496 2,11 674,2680 674,2697 2,52 1685,7096 1685,7114 1,07
13 1339,5624 1339,5643 1,42 681,2758 681,2777 2,79 1699,7253 1699,7282 1,71
14 1353,5781 1353,5791 0,74 688,2837 688,2851 2,03 1713,7409 1713,7409 0,00
15 1367,5937 1367,5948 0,80 695,2915 695,2889 -3,74 1727,7566 - -
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Signal pri m/z 1685,7117 odgovara protoniranom ionu inkluzijskog kompleksa LOR:RM-B-CD

1:1 uz stupanj supstitucije 12. Provedena je MS/MS analiza tog iona pri kolizijskim energijama

10 V, 20 V i 40 V. Fragmentacija inkluzijskog kompleksa odvija se uz disocijaciju, kao i u
slu¢aju kompleksa LOR:B-CD i LOR:HP-B-CD (slika 21 i tablica 16). U MS/MS spektru

ponovno je uocen intenzivan signal koji pripada protoniranoj molekuli LOR (m/z 383), te

fragmentni ion LOR (m/z 337). Fragmentacijom molekule kompleksa dolazi do neutralnog

gubitka molekule RM-B-CD. Jedino je pri kolizijskoj energiji od 20 V u MS/MS spektru uo¢en

signal niskog intenziteta koji odgovara protoniranoj molekuli RM-B-CD (m/z 1303).
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Intenzitet
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m/z
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Slika 21. ESI(+) MS/MS spektar iona [LOR:RM-B-CD + H]* (m/z 1685), kolizijska energija

20V

Tablica 16. Relativni intenziteti signala dobivenih MS/MS analizom iona [LOR:RM-B-CD+H]*
pri m/z 1685,7117, kolizijske energije 10 V, 20 V i 40 V, ESI(+)

Kolizijska energija/ V
Asignacija Izracunati 10 20 40

signala m/z Izmjereni | R. 1. | Izmjereni | R. 1. | Izmjereni | R. .
m/z | % m/z | % m/z | %
[LSE;RH'\]/'; P- | 1685,7097 | 1685,7020 | 100 | 16857046 | 100 | 1685,6912 | 1,97

[RM-B-CD+H]" | 1303,5648 - - 1303,5494 | 1,06 - -
[LOR+H]" 383,1521 | 383,1504 | 27,65 | 383,1507 | 81,52 | 383,1522 | 100
[C20H1sCIN2O]* | 337,1102 | 337,1029 | 1,15 | 337,1097 | 3,03 | 337,1085 | 1,53

R. I. — relativni intenzitet
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Buduc¢i da je SBE-B-CD anionski derivat -CD, MS spektar je jos kompleksniji te su u spektru
uodeni signali razli¢ito nabijenih iona te razligiti adukti s Na*.}3! Medutim, uz negativnu
ionizaciju u MS spektru vidljivi su samo viSestruko nabijeni ioni samog SBE-B-CD (slika 22a
i tablica D2). Stoga je analiza ponovljena uz pozitivnu ionizaciju. lako su u spektru vidljivi
jednostruko i dvostruko nabijeni ioni SBE-B-CD, ioni koji odgovaraju kompleksu LOR:SBE-
B-CD nisu uoceni (slika 22b i tablica D3). Vjerojatan razlog tomu je kompleksnost MS spektra

ciklodekstrina.
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Slika 22. a) ESI(-) MS spektar otopine SBE-B-CD (c = 4,4 x 107° mol L™Y); b) ESI(+) MS
spektar otopine LOR:SBE-B-CD, ¢(LOR) = 2,2 x10~* mol L™, ¢(SBE-B-CD) = 1,1 x10~3 mol
LL; otapalo MeOH:voda 1:1

lako rezultati istrazivanja poboljSanja topljivosti i izotermalne titracijske kalorimetrije ukazuju
na nastanak kompleksa stehiometrije LOR:CD 1:1 i 1:2, u MS spektrima uo¢eni su samo ioni
koji odgovaraju kompleksima stehiometrije 1:1. Kompleksi stehiometrije 1:2 nisu uoceni u MS
spektrima, vjerojatno jer nisu bili dovoljno stabilni te je prilikom procesa ionizacije

elektrorasprsenjem doslo do njihove disocijacije.
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4.3. Priprema i Kkarakterizacija binarnih sustava loratadina i

ciklodekstrina u ¢vrstom stanju

Binarni sustavi loratadina i [-ciklodekstrina i njegova tri derivata pripremljeni su u
stehiometrijskim omjerima LOR:CD 1:1 i 1:2. KoriStene su dvije metode pripreme, mljevenje
i suSenje rasprSivanjem. Dobiveni uzorci analizirani su razlikovnom pretraznom
kalorimetrijom, infracrvenom spektroskopijom i difrakcijom rendgenskog zracenja na
praskastom uzorku, a rezultati analize usporedeni Su sa fizickim smjesama LOR:CD. Takoder
je istrazen utjecaj ciklodekstrina na topljivost i brzinu in vitro otapanja loratadina u

pripremljenim uzorcima u simuliranom intestinalnom mediju.
4.3.1. Priprava binarnih sustava mljevenjem

4.3.1.1. Optimizacija mljevenja i priprava binarnih sustava LOR:HP-4-CD

Uzorci binarnih sustava LOR:CD pripremljeni su mljevenjem u kuglicnom vibracijskom mlinu
koriStenjem posudica za mljevenje i kuglica od cirkonijevog oksida. Budué¢i da je na temelju
solubilizacijskih ispitivanja pokazano da HP-B-CD ima najmanji afinitet prema interakciji s
loratadinom, moze se pretpostaviti da ¢e priprema kompleksa loratadina i ovog ciklodekstrina
u ¢vrstom stanju biti tehnoloski najzahtjevnija. Stoga je postupak mljevenja optimiziran na
uzorku LOR:HP-B-CD tako da je istrazen utjecaj razli¢itih parametara na efikasnost mljevenja,
kao §to su ukupna masa uzorka, broj kuglica i frekvencija mljevenja. Tijek mljevenja pracen je
tehnikom DSC te je racunat udio kristalne frakcije loratadina u uzorcima.

Uzorak LOR:HP-B-CD 1:1 pripremljen je vaganjem ekvimolarne koli¢ine LOR i HP--CD
tako da je ukupna masa uzorka iznosila 2,5 g. Uzorak je mljeven u posudici s 15 kuglica
promjera 10 mm i 15 kuglica promjera 5 mm, pri frekvenciji od 25 Hz. Medutim, ve¢ nakon 15
minuta mljevenja doslo je do potpunog sabijanja uzorka te ga nije bilo moguce analizirati.
Postupak je stoga ponovljen s po 10 kuglica promjera 10 mm i 5 mm, medutim ponovno je
doslo do sabijanja uzorka. Potom je uzorak mljeven s 5 kuglica promjera 10 mm, pri frekvenciji
od 15 Hz. Uzorak je mljeven 60 minuta, a svakih 10 minuta pratila se uspjeSnost mljevenja
DSC analizom. Uoceno je postepeno smanjenje karakteristicnog endotermnog signala LOR u
DSC krivulji te pomak signala taljenja prema nizim temperaturama (s 134,82 °C na 132,03 °C).

Takoder je uoceno smanjenje udjela kristalne frakcije sa 100 % na 67 % (slika 23 i tablica D4).
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Slika 23. DSC krivulje LOR i HP-B-CD, njihove fizicke smjese (pm) te uzorka mljevenog pri
15 Hz; ukupna koli¢ina uzorka 2,5 g; 5 kuglica promjera 10 mm

Potom je istrazen utjecaj mase uzorka na efikasnost mljevenja smjese LOR i HP-B-CD u
ekvimolarnom omjeru, tako da je ukupna masa uzorka iznosila 1 g. Uzorak je mljeven na isti
nacin kao i prethodni te je uocen znacajniji pad udjela kristalne frakcije (39 %). Rezultati DSC
mjerenja prikazani su na slici 24 i tablici D5.

— T 50 min mljevenja
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Slika 24. DSC krivulje LOR i HP-B-CD, njihove fizicke smjese (pm) te uzorka mljevenog pri

15 Hz; ukupna koli¢ina uzorka 1 g; 5 kuglica promjera 10 mm
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Istrazen je i utjecaj frekvencije mljevenja tako da je uzorak LOR:HP-B-CD stehiometrijskog
omjera 1:1 i ukupne mase 1 g, mljeven na frekvenciji od 25 Hz pri ¢emu je ve¢ nakon 40 minuta

uocen potpuni gubitak kristalnosti (slika 25 i tablica D6).

—_ _— 60 min mljevenja

M i 50 min mljevenja

—_— S 40 min mljevenja

M ‘i'— 30 min mljevenja
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M — -—7-.@5 - 10 min mljevenja
e ,H»\Vﬁ pm

HP-3-CD
LOR
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40 80 120 160
t/°C
Slika 25. DSC krivulje LOR i HP-B-CD u omjeru 1:1, njihove fizicke smjese (pm) te uzorka

mljevenog pri 25 Hz; ukupna koli¢ina uzorka 1 g; 5 kuglica promjera 10 mm

Na temelju ovih rezultata, za pripravu ostalih binarnih sustava provedeno je mljevenje 1 g
uzoraka uz pet kuglica promjera 10 mm pri frekvenciji mljevenja od 25 Hz, buduci da se u tim

uvjetima postigao potpuni gubitak kristalne frakcije loratadina (slika 26).

100
80 \""—'—'—'—.\._._____. 2,5 g uzorka; 15 Hz
] I
—~ 604
Q \
(m)] ]
o 1 g uzorka; 15 Hz
40 -
20 - '\.
1 g uzorka; 25 Hz
0 T T T T T T T I\T T T T T !
0 10 20 30 40 50 60
t/ min
Slika 26. Udio kristalne frakcije LOR u uzorku LOR:HP-B-CD 1:1 pri razli¢itim uvjetima
mljevenja
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Takoder je pripravljen uzorak LOR i HP-B-CD u stehiometrijskom omjeru 1:2 koristeci
optimalne parametre mljevenja te je uocen gubitak kristalnosti ve¢ nakon 30 minuta mljevenja

(slika 27 i tablica D7).
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Slika 27. DSC krivulje LOR i HP-B-CD u omjeru 1:2, njihove fizicke smjese (pm) te uzorka

mljevenog pri 25 Hz; ukupna koli¢ina uzorka 1 g; 5 kuglica promjera 10 mm

Kako bi dobili bolji uvid u procese koji se dogadaju mljevenjem, uzorci su analizirani FT-IR
ATR tehnikom. U FT-IR ATR spektru LOR uodene su karakteristine vrpce pri 1701 cm™
(vrpca istezanja C=0 veze), 1474 cm™ i 1434 cm™ (vrpce istezanja veza u benzenskom prstenu)
te 1227 cm™* (vrpca istezanja C—O veze). U spektru HP-B-CD uodene su karakteristi¢ne vrpce
pri 3400 cmt i 1648 cm koje odgovaraju vrpcama istezanja i deformacije hidroksilne skupine
te vrpce u rasponu 2970 — 2876 cm ™ i 1456 — 1300 cm™* koje odgovaraju istezanju i deformaciji
-CHz i -CH> skupina. U spektrima fizickih smjesa binarnih sustava LOR:HP-B-CD 1:1 i 1:2
nisu uocene znacajne promjene u polozajima karakteristi¢nih vrpci LOR 1 HP-B-CD. Medutim,
u uzorcima pripremljenim mljevenjem uoeno je smanjenje intenziteta vrpce pri 1701 cm ™ te
pojava nove vibracijske vrpce pri 1676 cm™, $to moze ukazivati na djelomian nastanak
inkluzijskog kompleksa.'?* Mali pomaci ostalih vrpca karakteristi¢nih za LOR (1648 cm™,
1473 cm™?, 1433 cm i 1223 cm™) te smanjenje intenziteta vrpci takoder ukazuju na barem

djelomican nastanak inkluzijskog kompleksa (slika 28 i tablica 17).

Marijana Pocrnié¢ Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava

60

Slika 28. FT-IR ATR spektri LOR, HP-B-CD, binarnih sustava LOR:HP-B-CD 1:11i 1:2
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Tablica 17. Asignacija karakteristi¢nih IR vrpca LOR u binarnim sustavima LOR:HP-B-CD

stehiometrijskih omjera 1:1 i 1:2 pripremljenih mljevenjem (m) i u uzorcima fizickih smjesa

(pm)
. . LOR:HP-B-CD | LOR:HP-g-CD | LOR:HP-B-CD | LOR:HP-$-CD
Asignacija | LOR 1:1 prrE 1:1 m'5 1:2 an 1:2 mB
v(C=0) 1702 1702 1694 1700 1696
v(C=0) - - 1676 - 1676
v(C=N) 1648 1651 1652 1650 1654
v(C=C) 1473 1473 1473 1470 1471
v(C=C) 1433 1436 1435 1432 1437
v(C-0) 1223 1224 1232 1223 1235

Takoder je provedena analiza krutina difrakcijom rendgenskog zracenja na praskastom uzorku.

U difraktogramu samog LOR uoceni su karakteristi¢ni difrakcijski maksimumi pri 12,7 ©, 12,9
°15,2°16,3° 19,6 °,21,2°,22,9° 23,9 °, 24,4 °i 30,5 °.** Analizom mljevenog loratadina

uoceni su smanjeni intenziteti navedenih difrakcijskih maksimuma, sto ukazuje na djelomi¢nu

amorfizaciju loratadina mljevenjem. Djelomi¢na amorfizacija loratadina potvrdena je

rezultatima DSC analize, budu¢i da je u mljevenom uzorku loratadina uvoceno 79 % kristalne

frakcije loratadina, te rezultatima FT-IR ATR analize (Slika D4). Buduc¢i da mljevenje ne utjece
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znacajno na rezultate, sve promjene uocene u spektrima binarnih sustava LOR:CD posljedica
su prisutnosti ciklodekstrina. U difraktogramu HP-B-CD nisu uoceni difrakcijski maksimumi,
Sto je 1 oc¢ekivano, budu¢i da se radi o amorfnom uzorku. U uzorcima fizickih smjesa LOR 1
HP-B-CD uoceni su karakteristi¢ni difrakcijski maksimumi loratadina, a u mljevenim uzorcima
navedeni difrakcijski maksimumi nisu uoceni $to ukazuje na amorfizaciju i/ili nastanak

inkluzijskog kompleksa (slika 29).

M LOR:HP-B-CD 1:2m

[

el Al ot LOR:HP-B-CD 1:2 pm

LOR:HP-3-CD 1:1m

e
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NJ\ W J\h’”\)r\/u LOR:HP--CD 1:1 pm
W‘ v WWWW
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LOR
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281°

Slika 29. Difraktogrami LOR, HP-B-CD te binarnih sustava LOR:HP--CD 1:11 1:2

pripremljenih mljevenjem (m) i njihovih fizickih smjesa (pm)

4.3.1.2. Priprava binarnih sustava LOR:$-CD

Analiza binarnih sustava LOR:B-CD pripremljenih mljevenjem u stehiometrijskim omjerima
1:11 1:2 pokazuje sliéne rezultate. Analiza DSC tehnikom ukazuje na potpuni gubitak kristalne
frakcije LOR nakon 50 min (LOR:B-CD 1:1), odnosno nakon 40 min (LOR:B-CD 1:2)
mljevenja (slika 30 i tablice D8 i D9).
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Slika 30. DSC krivulje LOR i B-CD u omjeru 1:1 (a) i 1:2 (b), njihovih fizickih smjesa (pm)
te uzoraka mljevenih pri 25 Hz; ukupna koli¢ina uzorka 1 g; 5 kuglica promjera 10 mm

U FT-IR ATR spektru B-CD uodene su karakteristiéne vrpce pri 3412 cm i 1642 cm™ koje

odgovaraju vrpcama istezanja i deformacije hidroksilne skupine te vrpce u rasponu 2972 — 2875

cm i 1459 — 1302 cm™ koje odgovaraju istezanju i deformaciji -CHs i -CH2 skupina. Spektri

fizickih smjesa superpozicija su spektara LOR i $-CD, a u spektrima uzoraka pripremljenih

mljevenjem uoceno je smanjenje intenziteta vrpce pri 1701 cm™, i pojava nove vibracijske

vrpce pri 1676 cm, §to ukazuje na djelomi¢an nastanak inkluzijskog kompleksa (slika 31 i

tablica 18).
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Slika 31. FT-IR ATR spektri LOR, B-CD, binarnih sustava LOR:3-CD 1:1i 1:2 pripremljenih

mljevenjem (m) te njihovih fizickih smjesa (pm)

Tablica 18. Asignacija karakteristi¢cnih IR vrpca LOR u binarnim sustavima LOR:B-CD
stehiometrijskih omjera 1:1 i 1:2 pripremljenih mljevenjem (m) i u uzorcima fizickih smjesa

(pm)

. . LOR:B-CD LOR:B-CD LOR:B-CD LOR:B-CD
Asignacija | LOR 1:1 pm 1:1m 1:2 pm 1:2m
v(C=0) | 1702 1700 1697 1699 1698
v(C=0) - - 1676 - 1669
v(C=N) | 1648 1647 1654 1647 1653
v(C=C) | 1473 1472 1473 1472 1472
v(C=C) | 1433 1432 1436 1432 1434
v(C-0) | 1223 1222 1232 1223 1236

Za razliku od difraktograma HP-B-CD, u difraktogramu f-CD uocen je niz ostrih difrakcijskih
maksimuma, $to je i ocekivano bududi da je B-CD kristalna tvar. Difraktogrami fizickih smjesa
superpozicija su difraktograma ¢istog LOR i B-CD, a u difraktogramima mljevenih uzoraka

nisu uoceni difrakcijski maksimumi $to upucuje na amorfizaciju uzorka (slika 32).
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Slika 32. Difraktogrami LOR, B-CD te binarnih sustava LOR:3-CD 1:1i 1:2 pripremljenih

mljevenjem (m) i njihovih fizickih smjesa (pm)

4.3.1.3. Priprava binarnih sustava LOR:RM-4-CD

Mljevenjem LOR i RM-B-CD u stehiometrijskim omjerima 1:1 i 1:2 brzo dolazi do amorfizacije

uzorka. U DSC krivuljama LOR:RM-B-CD binarnih sustava uoceno je smanjenje signala

taljenja loratadina i potpuni gubitak kristalne frakcije loratadina ve¢ nakon 20 min (LOR:RM-
B-CD 1:1), odnosno 10 minuta (LOR:RM-B-CD 1:2) mljevenja (slika 33 i tablice D10 i D11).
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Slika 33. DSC krivulje LOR i RM-B-CD u omjeru 1:1 (a) i 1:2 (b), njihovih fizi¢kih smjesa
(pm) te uzoraka mljevenih pri 25 Hz; ukupna koli¢ina uzorka 1 g; 5 kuglica promjera 10 mm
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Iako je do amorfizacije doslo u zna¢ajno kra¢em vremenu u usporedbi s uzorcima s HP-B-CD i
B-CD, u FT-IR ATR spektrima uoc¢ene promjene nisu toliko intenzivne. Primjerice, uocen je
pomak vrpce koja odgovara istezanju karbonilne skupine pri 1700 cm™ na 1694 cm™
(LOR:RM-B-CD 1:1), odnosno 1697 cm~ (LOR:RM-B-CD 1:2) te pojava nove vrpce pri 1681
cm?, §to mozZe ukazivati na djelomi¢an nastanak inkluzijskog kompleksa (slika 34). Medutim,
na temelju intenziteta navedenih vrpci, moze se zakljuciti da je efikasnost kompleksiranja
manja, buduéi da su vrpce pri 1694 cm™ i 1697 cm™ veéeg intenziteta od vrpci pri 1681 cm™.
U sluéaju kompleksa s HP-B-CD i B-CD novonastala vrpca je bila veéeg intenziteta, §to moze
ukazivati na bolje kompleksiranje LOR s tim ciklodekstrinima. Takoder su uoceni manji

pomaci ostalih vrpci sto potvrduje slabije kompleksiranje s RM-B-CD (tablica 19).
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Slika 34. FT-IR ATR spektri LOR, RM-B-CD, binarnih sustava LOR:RM-B-CD 1:11i1:2

pripremljenih mljevenjem (m) te njihovih fizickih smjesa (pm)

Tablica 19. Asignacija karakteristi¢nih IR vrpca LOR u binarnim sustavima LOR:RM-B-CD
stehiometrijskih omjera 1:1 i 1:2 pripremljenih mljevenjem (m) i u uzorcima fizickih smjesa

(pm)

... LOR:RM-B-CD | LOR:RM-$-CD | LOR:RM-$-CD | LOR:RM-B-CD
Asignacija | LOR 1:1 pnf 1:1 mB 1:2 pnr[13 1:2 mB
v(C=0) | 1702 1700 1694 1700 1697
v(C=0) - - 1681 - 1681
v(C=N) | 1648 1649 1653 1650 1652
v(C=C) | 1473 1471 1472 1470 1471
v(C=C) | 1433 1433 1435 1433 1440
v(C-0) | 1223 1222 1228 1221 1230
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Rezultati PXRD analize potvrduju potpunu amorfizaciju uzoraka pripremljenih mljevenjem
bududi da su uocena samo dva Siroka difrakcijska maksimuma karakteristicna za RM-B-CD te

nisu uoceni difrakcijski maksimumi karakteristi¢ni za LOR (slika 35).
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Slika 35. Difraktogrami LOR, RM-B-CD te binarnih sustava LOR:RM-B-CD 1:11 1:2

pripremljenih mljevenjem (m) i njihovih fizickih smjesa (pm)

4.3.1.4. Priprava binarnih sustava LOR:SBE-$-CD

Mljevenjem uzoraka LOR i SBE-B-CD u stehiometrijskim omjerima 1:1 i 1:2 doslo je do
potpune amorfizacije uzoraka nakon 50 min (LOR:SBE-B-CD 1:1), odnosno nakon 30 min
(LOR:SBE-B-CD 1:2). Uzorci su analizirani svakih deset minuta mljevenja te je izracunat udio
kristalne frakcije loratadina. Rezultati pokazuju nagli pad udjela kristalne frakcije na pocetku
mljevenja (45 % za LOR:SBE-B-CD 1:1 i 26 % za LOR:SBE-B-CD 1:2 nakon 10 min

mljevenja) te sporiju amorfizaciju ostatka kristalnog LOR tijekom ostatka mljevenja (slika 36
i tablice D12 i D13).
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a) — {r,ﬁi} - 60 min mljevenja b) \kﬁx_ﬁl_l___rjr_)ir}) 60 min mljevenja
— _),,_75——— 50 min mljevenja ¥———7_,_,_‘ﬁ7_7{_7_,_,i)7— 50 min mijevenja
T _,--——'*i* — 40 min mljevenja — — 7_7_,_,_,‘5-——7 40 min mljevenja

k__——ii_i_,f—z——f 30 min mijevenja %—‘\w‘_/r_rr— 30 min mljevenja
T ,i_ — 20 min mijevenja —_— _,_,_,?f—f 20 min mljevenja
— i ,-——-\f‘g' —— 10 min mijevenja — o __if_f— 10 min mljevenja

. f\f__. LOR:SBE-B-CD 1:1 pm

- i SBEBCD
i LOR

- r — LOR:SBE-B-CD 1:1 pm
r B p!

—_— ____ +— SBE-pCD

: LOR

Toplinski tok / W g’
[
Toplinski tok / W g™’

4IO ' 8|0 ' 1é0 I 1(I50 4|0 ' 8]0 ' 150 ' 1E'50
t/°C t/°C
Slika 36. DSC krivulje LOR i SBE-B-CD u omjeru 1:1 (a) i 1:2 (b), njihovih fizi¢kih smjesa

(pm) te uzoraka mljevenih pri 25 Hz; ukupna koli¢ina uzorka 1 g; 5 kuglica promjera 10 mm

Analiza FT-IR ATR tehnikom ponovno ukazuje na djelomi¢no nastajanje kompleksa buduci da
je uocena nova vrpca pri 1674 cm™ (LOR:SBE-B-CD 1:1), odnosno 1675 cm™ (LOR:SBE-p-
CD 1:2). Pomak ostalih vrpci karakteristicnih za LOR takoder ukazuje na interakcije koje nisu
prisutne u fizickoj smjesi (slika 37 i tablica 20).
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Slika 37. FT-IR ATR spektri LOR, SBE-B-CD, binarnih sustava LOR:SBE-B-CD 1:11i1:2

pripremljenih mljevenjem (m) te njihovih fizickih smjesa (pm)
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Tablica 20. Asignacija karakteristi¢nih IR vrpca LOR u binarnim sustavima LOR:SBE-$-CD
stehiometrijskih omjera 1:1 i 1:2 pripremljenih mljevenjem (m) i u uzorcima fizickih smjesa

(pm)

. .. LOR:SBE-B-CD | LOR:SBE-B-CD | LOR:SBE-$-CD | LOR:SBE--CD

Asignacija | LOR 1:1 me 1:1 mﬁ 1:2 me 1:2 mB
v(C=0) | 1702 1699 1693 1700 1696
v(C=0) - - 1674 - 1675
v(C=N) | 1648 1649 1652 1649 1652
v(C=C) | 1473 1472 1473 1473 1471
v(C=C) | 1433 1432 1432 1433 1432
v(C-0) |1223 - - 1220 -

Potpuna amorfizacija potvrdena je PXRD analizom budué¢i da difraktogrami uzoraka
pripremljenih mljevenjem ne sadrze oStre difrakcijske maksimume karakteristicne za
kristaliniéni LOR, ve¢ samo Siroke difrakcijske maksimume karakteristicne za amorfne uzorke
(slika 38).
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Slika 38. Difraktogrami LOR, SBE-B-CD te binarnih sustava LOR:SBE-B-CD 1:1i 1:2

pripremljenih mljevenjem (m) i njihovih fizi¢kih smjesa (pm)

Rezultati analize uzoraka LOR:CD pripremljenih mljevenjem ukazuju da je doslo do potpune
amorfizacije svih uzoraka §to moze biti uzrokovano samim mljevenjem, ali 1 barem
djelomi¢nim nastankom inkluzijskih kompleksa, na $to ukazuju rezultati FT-IR ATR analize.

Od svih koristenih ciklodekstrina, RM-B-CD je uzrokovao najbrzu amorfizaciju, a SBE-f-CD
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najsporiju. Takoder, u svim slucajevima binarni sustavi LOR:CD 1:2 pokazali su brzu potpunu

amorfizaciju naspram sustava LOR:CD 1:1.

4.3.2. Priprava binarnih sustava susenjem rasprsivanjem

Uzorci binarnih sustava LOR:CD 1:1 1 1:2 takoder su pripremljeni konvencionalnim na¢inom
pripreme, susenjem rasprsivanjem. Uzorci su okarakterizirani tehnikama DSC, FT-IR ATR i
PXRD.

Za razliku od binarnih sustava LOR:B-CD pripremljenih mljevenjem, gdje je postignuta
potpuna amorfizacija i gubitak kristalne frakcije LOR, uzorak LOR:B-CD 1:1 pripremljen
suSenjem rasprsivanjem sadrzi mali udio kristalne frakcije (10,56 %), $to je potvrdeno i PXRD
analizom, budu¢i da su vidljivi difrakcijski maksimumi veoma niskog intenziteta,
karakteristi¢ni za LOR (slika 39 i tablica D14).

a) by | e — LOR:-CD 1:2 sd
e l
| o u (|

) [ Y Ml “ || || LORp-CD1:2pm
— / e WU W \y TR SRV Sy

- I e LOR:A-CD 1:1 sd

TU‘J N
% 1¥\\/w B ‘ ‘| | Af
X =
S 8 L Mokl s po o LORECD 1
ﬁ Y IS
5 B o
o
ﬁ l | ﬁ N l”' ﬁ‘ | | B-CD
—— LORB-CD 1:2sd ‘ Il J“\ (. - A
LOR:B-CD 1:2 pm e Ju A U il w‘u VA \,’\.m.'-l'vw».w\‘ Vimea s
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Slika 39. DSC krivulje (a) i difraktogrami (b) LOR, B-CD i binarnih sustava LOR:B-CD 1:1 i

1:2 pripremljenih suSenjem rasprsivanjem (sd) i njihovih fizi¢kih smjesa (pm)

Analiza FT-IR ATR tehnikom pokazuje sli¢ne rezultate kao za uzorke pripremljene mljevenjem
buduéi da je ponovno uoéeno pojavljivanje nove vrpce pri 1677 cm™ (LOR:p-CD 1:1), odnosno

1669 cm (LOR:B-CD 1:2) te su uo¢eni pomaci drugih vrpci karakteristiénih za LOR (slika 40
I tablica D15).
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Slika 40. FT-IR ATR spektri LOR, B-CD, binarnih sustava LOR:3-CD 1:1i 1:2 pripremljenih

susenjem rasprsivanjem (sd) te njihovih fizi¢kih smjesa (pm)

Sliéni rezultati dobiveni su i za binarne sustave LOR:HP-B-CD pripremljene susenjem
rasprsivanjem. Rezultati DSC analize ukazuju na mali zaostali udio kristalne frakcije u sustavu
LOR:HP-B-CD 1:1 (10,78 %), dok je u uzorku LOR:HP-B-CD 1:2 doslo do potpune
amorfizacije (slika 41 i tablica D14). Ovi rezultati se slazu s rezultatima PXRD analize, buduéi
da su u difraktogramu uzorka LOR:HP-B-CD 1:1 uoceni difrakcijski maksimumi slabog
intenziteta koji su karakteristi¢ni za kristalini¢ni LOR. Difraktogram uzorka LOR:HP-B-CD 1:2
ukazuje na potpunu amorfizaciju (slika 41). U FT-IR ATR spektrima ponovno je uo¢en pomak
vrpce istezanja karbonilne skupine prema nizim valnim brojevima (s 1702 cm™ na 1696 cm™
za LOR:HP-B-CD 1:1, odnosno na 1697 cm™ za LOR:HP-B-CD 1:2) te nastajanje nove vrpce
pri 1676 cm™, $to moZe ukazivati na djelomic¢an nastanak inkluzijskog kompleksa u uzorku

(slika 42 i tablica D15).
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Slika 41. DSC krivulje (a) i difraktogrami (b) LOR, HP-B-CD i binarnih sustava LOR:HP-f-

CD 1:11i 1:2 pripremljenih susenjem rasprSivanjem (sd) i njihovih fizickih smjesa (pm)
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Slika 42. FT-IR ATR spektri LOR, HP-B-CD, binarnih sustava LOR:HP-3-CD 1:11i1:2

pripremljenih susenjem rasprsivanjem (sd) te njihovih fizi¢kih smjesa (pm)

Za razliku od B-CD i HP-B-CD, uzorci pripremljeni s RM-B-CD susSenjem rasprsivanjem

ukazuju na potpunu amorfizaciju i gubitak kristalne frakcije LOR (slika 43 i tablica D14), a FT-

IR ATR spektri ukazuju na djelomican nastanak inkluzijskog kompleksa budu¢i da dolazi do
nastanka nove vrpce pri 1679 cm* (LOR:RM-B-CD 1:1), odnosno 1681 cm (LOR:RM-B-CD
1:2) i pomaka postojecih vrpci karakteristicnih za LOR (slika 44 i tablica D15).
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Slika 43. DSC krivulje (a) i difraktogrami (b) LOR, RM-B-CD i binarnih sustava LOR:RM-f-

CD 1:11i 1:2 pripremljenih susenjem rasprsivanjem (sd) i njihovih fizickih smjesa (pm)
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Slika 44. FT-IR ATR spektri LOR, RM-B-CD, binarnih sustava LOR:RM-B-CD 1:11i 1:2

pripremljenih susenjem rasprsivanjem (sd) te njihovih fizi¢kih smjesa (pm)

SuSenje rasprS$ivanjem se nije pokazalo kao podobna metoda za pripravu binarnih sustava

LOR:SBE-B-CD, buduc¢i da rezultati DSC mjerenja pokazuju zaostalu kristalnu frakciju LOR
u uzorcima LOR:SBE-B-CD 1:1 (8,87 %) i LOR:SBE-B-CD 1:2 (24,97 %), a na

difraktogramima su uo¢eni veoma slabi intenziteti difrakcijskih maksimuma karakteristi¢nih za
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LOR (slika 45 i tablica D14). Medutim, rezultati FT-IR ATR analize ukazuju na djelomican
nastanak inkluzijskih kompleksa (slika 46 i tablica D15).
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Slika 45. DSC krivulje (a) i difraktogrami (b) LOR, SBE-B-CD i binarnih sustava LOR:SBE-

B-CD 1:11 1:2 pripremljenih susenjem rasprsivanjem (sd) i njihovih fizickih smjesa (pm)
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Slika 46. FT-IR ATR spektri LOR, SBE-B-CD, binarnih sustava LOR:SBE-B-CD 1:11i 1:2

pripremljenih susenjem rasprsivanjem (sd) te njihovih fizickih smjesa (pm)

Budu¢i da je tijekom rasprSivanja otopine loratadina bez ciklodekstrina doslo do lijepljenja

lijeka za zagrijane dijelove uredaja, nije bilo moguée sakupiti praskasti produkt. Stoga utjecaj

Marijana Pocrnié¢

Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 74

procesa susenja rasprSivanjem na fizikalno-kemijska svojstva loratadina nije bilo moguce
ispitati

Usporedbom rezultata analize uzoraka dobivenih mljevenjem i suSenjem rasprsivanjem,
moze se zakljuciti da je mljevenje efikasniji na¢in priprave uzoraka buduc¢i da u svim uzorcima
dolazi do potpune amorfizacije, dok u dijelu uzoraka pripremljenih suSenjem rasprSivanjem
zaostaje dio kristalne frakcije loratadina. Nadalje, u uzorcima pripremljenim mljevenjem do
potpune amorfizacije dolazi u manje od sat vremena, te je ova metoda znatno brza ako se uzme
u obzir ¢iS¢enje 1 priprema uredaja izmedu dva uzorka. Dodatna prednost mljevenja je manji
gubitak konac¢nog produkta, buduéi da je moguce gotovo cijeli uzorak prenijeti iz posudica za
mljevenje, a jedini gubitak dolazi iz male koli¢ine uzorka koja zaostane u posudi za mljevenje
I na kuglicama za mljevenje. Za razliku od toga, suSenjem rasprSivanjem dolazi do velikog
gubitka uzorka (otprilike 50 %; Tablica D16) budu¢i da veliki dio zaostane na stijenkama
komore za susenje i ciklona, a dio uzorka prolazi kroz ciklon te ga nije moguce sakupiti. Osim
toga, mljevenjem se izbjegava upotreba organskih otapala koji su potrebni za otapanje slabo

topljivih lijekova.

4.3.3. Profili in vitro otapanja loratadina i pripremljenih binarnih sustava s ciklodekstrinima

Istrazivanja in Vitro otapanja Cesto se koriste za predvidanje in vivo svojstava oralnih
farmaceutskih formulacija u gastrointestinalnom traktu. Stoga su izbor medija i uvjeti izvodenja
eksperimenata veoma vazni.3 Metode istrazivanja in vitro otapanja loratadina navedene u bazi
podataka agencije FDA kao medij navode simulirani Zelu¢ani medij (pH 1,0).13* Medutim,
loratadin pri niskom pH pokazuje trenutno otapanje. Nadalje, in vivo istrazivanja pokazala su
velike varijacije u bioraspolozivosti, zbog znacajnih razlika u zelu¢anom pH ispitivanih
pojedinaca.!’® Budu¢i da je loratadin slaba baza, do apsorpcije dolazi u intestinalnom traktu
kada je u neioniziranom obliku.'?? Stoga ¢ée se istrazivanja brzine in vitro otapanja u ovom radu
provoditi u simuliranom intestinalnom mediju, kako bi se mogao uociti pozitivan utjecaj
ciklodekstrina.

Istrazena je brzina in vitro otapanja samog loratadina i binarnih sustava LOR:CD 1:1i 1:2
pripremljenih mljevenjem i susenjem rasprsivanjem. Eksperimenti su provedeni u simuliranom
intestinalnom mediju (pH 6,8) pri 37 °C u trajanju od 60 minuta, a uzorci su analizirani u

odredenim vremenskim intervalima, pazeci da se nadomjesti izvuceni medjij.
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Na slici 47 prikazani su dobiveni profili in vitro otapanja loratadina i binarnih sustava s
ciklodekstrinima. Budu¢i da je loratadin slabo topljiv pri visim pH-vrijednostima, otapanje
Cistog loratadina je sporo i nepotpuno, a sli¢ni rezultati dobiveni su i za loratadin podvrgnut
mljevenju. To pokazuje da samo mljevenje ne mijenja znacajno brzinu otapanja lijeka.
Medutim, binarni sustavi s ciklodekstrinima pokazuju znacajno poveéanje opsega otapanja, te
je za neke uzorke ono potpuno veé nakon 10 minuta. Pri tome, na ukupnu brzinu i opseg
otapanja lijeka utjeCu odabrani ciklodekstrin, omjer lijeka i ciklodekstrina u pripremljenom
binarnom produktu te tehnologija koristena za pripremu kompleksa. U svim slucajevima
otapanje je brze za binarne sustave pripremljene pri omjeru LOR:CD 1:2, §to je u skladu s
rezultatima prethodnih istrazivanja sustava LOR i dimetil B-CD.°

Kod sustava LOR:HP-B-CD 1:2 nakon 20 minuta uo¢eno je Smanjenje koncentracije lijeka.
To se moZe objasniti nastajanjem supersaturiranih otopina koje su nestabilne te se lijek talozi s
vremenom, $to je uzrokovalo smanjenje koncentracije LOR u otopini, a samim time i manji
udio otopljenog LOR. Moze se pretpostaviti kako ¢e taj efekt biti jo§ izraZeniji u in vivo
uvjetima nakon oralne primjene lijeka, zbog kompeticije zu¢nih soli za kompleksiranje s

ciklodekstrinom.13®
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Slika 47. Profili in vitro otapanja LOR i binarnih sustava LOR:CD stehiometrijskih omjera
1:11 1:2 pripremljenim mljevenjem (m) 1 suSenjem rasprsivanjem (sd) u simuliranom

intestinalnom mediju (pH 6,8) pri 37 °C (n = 3)

Ucinkovitost otapanja izraCunata je za sve sustave i prikazana u tablici 21. Mljevenje nema
znacajan utjecaj na ucinkovitost otapanja samog loratadina, budu¢i da nema velikih razlika u
vrijednostima DE (0,15 % za sirovinu i 0,24 % za LOR pripremljen mljevenjem). Najveca
ucinkovitost otapanja mljevenih uzoraka bila je u slu¢aju sustava LOR:RM-B-CD 1:2 (87 %),

a najmanja u slucaju sustava LOR:B-CD 1:1 (39 %). Uzorci dobiveni susenjem rasprSivanjem
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prate slican trend. Najveca ucinkovitost otapanja je takoder u slucaju sustava LOR:RM-B-CD
1:2 (97 %), ali najmanja u slu¢aju sustava LOR:HP-B-CD 1:1 (33 %). Usporedbom sustava
pripremljenih razli¢itim metodama uoCene su relativno sliéne vrijednosti uéinkovitosti
otapanja, osim u slucaju sustava LOR:B-CD 1:1 (72 % mljeveni uzorak, 90 % suSenje
rasprSivanjem), LOR:HP-B-CD 1:1 (45 % mljeveni uzorak, 33 % suSenje rasprsivanjem) i

LOR:RM-B-CD 1:2 (87 % mljeveni uzorak, 97 % suSenje rasprSivanjem).

Tablica 21. U¢inkovitost in vitro otapanja (DE) te faktori u¢inkovitosti in vitro otapanja (DEF)
loratadina samog 1 u binarnim sustavima LOR:CD pripremljenih mljevenjem i suSenjem

rasprsivanjem u simuliranom intestinalnom mediju (pH 6,8) pri 37 °C.

Mljevenje SuSenje rasprsivanjem
DE / % DEF / % DE DEF
LOR 0,24+0,07 1,5410,43 : :

LOR:B-CD 1:1 | 39,40+530 | 25522434,34 | 4502+058 | 291,61+3,79
LORB-CD1:2 | 71,82¢121 | 46521+7,83 | 90,33:055 | 58516356
FORIED-CD | aap1s081 | 28894522 | 32656100 | 211501648
FORHCD-CO | 71034149 | 461431067 | 6706:108 | 434408671
FORPNVCD | 65101024 | 422284153 | 60443062 | 39154:4,04
FORRV-P-CD | s663:057 | 61156372 | 96501054 | 625104351
LOR:SEE-B-CD 45.72+0,75 296,14+4,86 42,77+1,43 277,03+9,23
FORSPEPCD | g2 380,07 | 53362¢630 | 8221112 | 532544726

udinkovitost otapanja sirovine: DE(LOR) = (0,15+0,06) %

Ucinak nastajanja kompleksa loratadina s ispitivanim ciklodekstrinima na profil in vitro
otapanja lijeka dodatno je vrednovan na temelju izra¢una faktora sli¢nosti, fo. Faktor sli¢nosti
predstavlja statisticki parametar koji se koristi za kvantitativnu procjenu sli¢nosti izmedu dvaju
profila in vitro otapanja lijeka. Kada vrijednost f, iznosi 100, moze se re¢i da su profili otapanja
identi¢ni, a ako je vrijednost f» veca od 50, moze se re¢i da su profili otapanja sli¢ni, S
prosjec¢nom razlikom u pojedinim to¢kama manjom od 10%. U tom smislu, brojne regulatorne
agencije, kao Sto su EMEA i FDA, smatraju vrijednosti f> u rasponu od 50 do 100 dokazom
slicnosti dva profila otapanja lijeka, Sto pretpostavlja istovjetnost uc¢inka nakon primjene lijeka

te je osnova za oslobadanje od regulatornog zahtjeva za ispitivanje bioekvivalencije. U
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konacnici, vrijednost f» manja od 50 ukazuje na znacajnu razliku u razmatranim profilima
oslobadanja.'?>1% Budu¢i da su za ratunanje vrijednosti f2 u ovom radu koristene prosjecne
vrijednosti tri mjerenja, rezultati su izrazeni kao prosjecni faktori sli¢nosti.

Mljevenje ne uzrokuje znacajne promjene u Kinetici otapanja samog loratadina, buduci da
vrijednost faktora slicnosti profila otapanja netretiranog loratadina (LORsS) i mljevenog
loratadina (LORm) iznosi 99,62. Dodatak svih ispitivanih ciklodekstrina znatno mijenja profil
oslobadanja lijeka, budu¢i da su vrijednosti faktora sli¢nosti profila LOR (i same sirovine i
mljevenog) i binarnih sustava LOR:CD manji od 50, odnosno u rasponu 1 — 25, neovisno o
koriStenoj tehnologiji pripreme kompleksa (tablica 22).

Usporedbom vrijednosti faktora sli¢nosti binarnih sustava LOR:CD pripremljenih
mljevenjem, mozemo uociti da su u veéini slucajeva vrijednosti manje od 50, $to ukazuje na
razli¢ite profile in vitro otapanja. lzuzetak su profili otapanja sustava LOR:B-CD 1:1 i
LOR:SBE-B-CD 1:1 (f=53,71), LOR:-CD 1:2 1 LOR:RM-B-CD 1:1 (f> = 56,46) te LOR:RM-
B-CD 1:2 i LOR:SBE-B-CD 1:2 (f» = 64,31). Vrijednosti faktora sli¢nosti ovih parova sustava
ukazuju na sli¢nost profila otapanja, odnosno da se primjenom ovih sustava moze ocekivati
istovjetna ucinkovitost lijeka.

Sustavi pripremljeni suSenjem rasprSivanjem takoder u vecini slucajeva imaju vrijednosti
faktora sli¢nosti manje od 50, Sto ukazuje na razli¢itost profila otapanja. lzuzetak su profili
otapanja sustava LOR:B-CD 1:1 i LOR:SBE-B-CD 1:1 (f,=78,55), LOR:B-CD 1:2 i LOR:SBE-
B-CD 1:2 (f = 54,88) te LOR:3-CD 1:2 i LOR:RM-B-CD 1:2 (f, = 55,47), gdje su vrijednosti
faktora sli¢nosti vece od 50, $to ukazuje na sli¢nost profila otapanja.

Usporedbom binarnih sustava LOR:CD pripremljenih razli¢itim tehnoloskim postupcima
moze se zakljuciti da u vecini slucajeva nacin priprave utjece na profil otapanja osim u slucaju
sustava LOR:3-CD 1:1 (f, = 57,02), LOR:HP-B-CD 1:2 (f. = 68,64), LOR:RM-B-CD 1:1 (f. =
65,56) i LOR:SBE-B-CD 1:1 (f. = 73,9). Na temelju rezultata vidljivo je da su dobiveni sli¢ni
profili otapanja za binarne sustave LOR:CD 1:1 za sve CD osim HP-B-CD. Binarni sustavi
LOR:CD 1:2 nemaju sli¢ne profile otapanja osim u slu¢aju HP-B-CD.

Osim navedenih binarnih sustava, sli¢ni profili otapanja uoceni su jos i za sustave LOR:[3-
CD 1:1 m sa LOR:HP-B-CD 1:1 sd (f. = 57,58) i LOR:SBE-B-CD 1:1 sd (f2=61,57) te LOR:j-
CD 1:1 sd sa LOR:SBE-B-CD 1:1 m (f. = 86,73).

Iako veéina produkata pripremljenih mehanokemijskom aktivacijom nece ostvariti

istovjetni u€inak nakon primjene kao i kompleksi pripremljeni tehnikom suSenja rasprSivanjem,
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u usporedbi sa samim loratadinom postignuta je znacajnija ucinkovitost otapanja. Obzirom da
ne zahtijeva uporabu organskih otapala, prednost u daljnjim fazama istrazivanja treba dati

binarnim produktima koji su pripremljeni ovom tehnikom.*
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Tablica 22. Vrijednosti prosjecnih faktora slicnosti f, za usporedbu sli¢nosti profila otapanja LOR i sustava LOR:CD pripremljenih

mljevenjem i susenjem rasprsivanjem. Zelenom bojom oznacene Su vrijednosti veé¢e od 50 koje ukazuju na sli¢nost usporedivanih profila

LOR LOR:p-CD LOR:HP-B-CD LOR:RM-B-CD LOR:SBE-B-CD

s m I:iI1m | 122m | 1:1sd 1:2sd 1:1m 1:2m 1:1sd 1:2sd 1:1m 1:2m 1:1sd 1:2sd 1:1m 1:2m 1:1sd 1:2sd
o s X 99,62 | 21,43 8,42 18,55 2,95 18,36 8,03 25,61 9,19 10,38 4,13 12,03 1,34 18,16 5,37 19,73 5,01
9 m 99,62 X 21,45 8,42 18,56 2,96 18,4 8,04 25,63 9,19 10,39 4,13 12,04 1,34 18,17 5,38 19,75 5,02
1:lm 21,43 21,45 X 25,55 57,02 13,01 38,44 21,03 57,58 22,49 29,61 16,52 33,96 10,26 53,71 18,74 61,57 16,27
§_ 1:2m 8,42 8,42 25,55 X 29,68 24,6 25,46 31,42 21,47 30,29 56,46 37,73 48,19 20,08 30,2 42,92 27,84 28,58
% 1:1sd | 1855 | 18,56 | 57,02 29,68 X 15,79 43,99 25,21 45,62 26,95 35,46 19,66 41,2 12,68 86,73 22,27 78,55 19,55
1:2sd 2,95 4,50 13,01 24,6 15,79 X 17,64 36,86 11,38 32,79 23,84 34,74 21,63 55,47 16,36 34,09 15,09 54,88
a 1:1m | 1836 | 1837 | 3844 25,46 43,99 17,64 X 29,03 37,94 32,09 30,36 18,68 33,48 14,55 45,7 21,18 45,3 21,88
:%- 1:2m 8,03 8,04 21,03 31,42 25,21 36,86 29,03 X 19,07 68,64 338 32,31 31,89 29,94 26,13 35,67 24,3 48,98
'5';" 1:1sd 25,61 25,63 57,58 21,47 45,62 11,38 37,94 19,07 X 20,65 25,02 13,99 28,45 8,87 44,08 15,97 49,91 14,45
3 1:2sd 9,19 9,19 22,49 30,29 27,0 32,79 32,09 68,64 20,65 X 33,65 29,35 32,45 27,11 27,98 32,6 26,1 42,17
a 1:1m | 10,38 | 10,39 | 29,61 56,46 35,46 23,84 30,36 338 25,02 33,65 X 33,57 65,56 19,37 36,33 38,56 33,09 28,58
;‘:" 1:2m 4,13 4,13 16,52 37,73 19,66 34,74 18,68 32,31 13,99 29,35 33,57 X 29,32 28,88 20,16 64,31 18,52 36,47
g 1:1sd 12,03 12,04 33,96 48,19 41,2 21,63 33,48 31,89 28,45 32,45 65,56 29,32 X 17,54 13,18 42,24 38,14 26,15
9 1:2sd 1,34 1,34 10,26 20,08 12,68 55,47 14,55 29,94 8,87 27,11 19,37 28,88 17,54 X 13,18 27,83 12,09 40,92
8 1:1m 18,16 18,17 53,71 30,2 86,73 16,36 45,7 26,13 44,08 27,98 36,33 20,16 42,24 13,18 X 22,84 73,9 20,24
lﬁ' 1:2m 5,37 5,38 18,74 42,92 22,27 34,09 21,18 35,67 15,97 32,6 38,56 64,31 33,37 27,83 22,84 X 21 37,93
% 1:1sd | 19,73 | 19,75 | 61,57 27,84 78,55 15,09 453 24,3 49,91 26,1 33,09 18,52 38,14 12,09 73,9 21 X 18,75

8 1:2sd 5,01 5,02 16,27 28,58 19,55 54,88 21,88 | 48,98 14,45 42,17 28,58 36,47 26,15 40,92 20,24 37,93 18,75 X

s — sama sirovina; m — uzorci pripremljeni mljevenjem; sd — uzorci pripremljeni su§enjem rasprsivanjem
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4.3.4. Zasicena topljivost loratadina i pripremljenih binarnih sustava

Istrazena je zasicena topljivost LOR u binarnim sustavima LOR:CD pripravljenim mljevenjem
1 suSenjem rasprsivanjem u simuliranom intestinalnom mediju (pH 6,8) pri sobnoj temperaturi.
Rezultati ukazuju na znacajno povecanje topljivosti LOR. Najvece povecanje topljivosti uo¢eno
je u prisutnosti RM-B-CD pri stehiometrijskom omjeru LOR:RM-B-CD 1:2 (otprilike 2700
puta), a najmanje u prisutnosti HP-B-CD pri stehiometrijskom omjeru LOR:HP--CD 1:1
(otprilike 400 puta). Mljevenjem samog loratadina nije doSlo do promjene u topljivosti, §to
ukazuje da samo mljevenje nema znacajan utjecaj na topljivost, te je povecanje zasicene
topljivosti u binarnim sustavima izri¢ito posljedica prisutnosti ciklodekstrina. Takoder nisu
uocene znacajnije razlike u povecanju zasi¢ene topljivosti uzoraka pripremljenih mljevenjem i
suSenjem rasprSivanjem. Jedina znacajna razlika uocena je u slucaju uzorka LOR:RM-B-CD
1:2 gdje je uzorak pripremljen rasprSivanjem potpuno otopljen, dok isti uzorak pripremljen
mljevenjem nije potpuno otopljen. Takoder je uoceno znacajnije povecanje zasi¢ene topljivosti
sustava LOR:CD stehiometrijskog omjera 1:2, §to je i1 oCekivano zbog vecéeg udjela
ciklodekstrina (slika 48 i tablica 23).

6 . .
I mijevenje

su$enje raspriivanjem

ALOR)/mg mL™"

SRS I R A AR I A
SEPE G - - A o
P99 & &

Slika 48. Zasic¢ena topljivost LOR i binarnih kompleksa LOR:CD 1:1i 1:2 pripremljenih
mljevenjem (@) i suSenjem rasprsivanjem (@), simulirani intestinalni medij (pH 6,8), sobna

temperatura (n = 3)
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Tablica 23. Zasi¢ena topljivost LOR 1 binarnih sustava LOR:CD u stehiometrijskim omjerima
1:1 i 1:2 pripremljenih mljevenjem i suSenjem rasprsivanjem u simuliranom intestinalnom

mediju (pH 6,8) pri sobnoj temperaturi (n = 3)

Mljevenje SuSenje raspriivanjem
Uzorak Y(LOR) / Y(LOR) /
mg L~ Y(LOR) / yo(LOR) mg mL-t Y(LOR) / yo(LOR)
LOR 0,0014+0,0002 1,0£0,2 - -
LOR:B-CD 1:1 1,00+0,04 821+42 1,17+0,04 960£57
LOR:B-CD 1:2 2,14+0,11 1751459 2,07+0,05 1696+122
LOR:HP-B-CD 1:1 0,52+0,03 42614 0,57+0,00 465+23
LOR:HP-B-CD 1:2 1,01+0,02 831+38 1,17+0,06 958+85
LOR:RM-B-CD 1:1 1,44+0,04 1184+30 1,56+0,03 1280+72
LOR:RM-B-CD 1:2 3,26+0,12 2673%59 p.o. p.o.
LOR:SBE-B-CD 1:1 0,96+0,05 789+26 0,99+0,03 810+44
LOR:SBE-B-CD 1:2 2,03+0,12 1665+21 1,78+0,02 1464184

p.0. — potpunu otopljeno; zasi¢ena topljivost sirovine — y(LOR) = 0,0012+0,0001 mg mL*

4.4. Utjecaj ciklodekstrina na stabilnost loratadina

Kako bi se provelo istrazivanje utjecaja ciklodekstrina na stabilnost loratadina, potrebno je
razviti i validirati metodu tekucinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti uz detektor s
nizom dioda. Tijekom razvoja metode ispitane su razli¢ite mobilne faze, uklju¢ujuéi vodene
otopine mravlje kiseline, amonijevog acetata i amonijevog formijata, te metanol i acetonitril.
Za svaku mobilnu fazu ocitano je vrijeme zadrZavanja i povrSina kromatografskog pika. lako
su u svim slucajevima uoc€eni oStri 1 simetri¢ni kromatografski pikovi loratadina, znacajne Su
razlike u vremenima zadrzavanja. Najkrace vrijeme zadrzavanja (8,5 min) postignuto je uz
mobilne faze koje su se sastojale od vode i acetonitrila uz dodatak 0,1 % mravlje kiseline.
Najbolja osjetljivost, odnosno najvece vrijednosti povrSine kromatografskog pika loratadina
postignuto je uz mobilne faze koje su sadrzavale mravlju kiselinu (tablica 24). Stoga su za
validaciju i analizu uzoraka koristene mobilne faze koje su se sastojale od otopine mravlje

kiseline u vodi i u acetonitrilu.

Marijana Pocrnié¢ Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 83

Tablica 24. Utjecaj sastava mobilnih faza na vrijeme zadrzavanja i povrSinu kromatografskog

pika loratadina, y(LOR) = 1 pg mL*

. . . Povrsina
Metoda Mobilna faza A Mobilna faza B tr / Min A=278 nm
A 0,1 % FoA u H.O 0,1 % FoA u ACN 8,466 30,3
B 0,1 % FoA u H20 0,1 % FoA u MeOH 12,636 30,5
C 5 mM NH4Fo u H20 ACN 11,55 20,1
D 5 mM NH4Fo u H20 MeOH 14,125 20,7
E 5 mM NH:Ac u H>O ACN 11,56 19,9
F 5 mM NHsAc u H,0O MeOH 14,127 20,2

FoA — mravlja kiselina; NHzFo — amonijev formijat; NHsAc — amonijev acetat; ACN — acetonitril; MeOH -
metanol

Metoda je validirana prema ICH smjernicama te su odredene granice detekcije 1 kvantifikacije,
raspon linearnosti, preciznost, specifi¢nost i robusnost metode.!?®1® Metoda se pokazala
pogodnom za kvantifikaciju loratadina u prisutnosti razgradnih produkata u linearnom rasponu
koncentracije loratadina (5 — 50) pg mL* sa dovoljno niskim granicama detekcije ((0,061 +
0,06) ug mLY) i kvantifikacije ((1,86 + 0,19) ug mL ) te odgovaraju¢om preciznoséu (tablica
D17). Istrazena je robusnost metode uvodenjem malih promjena protoka, pocetnog sastava
mobilne faze te temperature kolone. Rezultati ukazuju da ove promjene nemaju znacajan utjecaj
na vrijeme zadrzavanja i povrSinu kromatografskog pika loratadina (slika D5). Takoder je
ispitana selektivnost metode provodenjem prisilne razgradnje loratadina u prisutnosti NaOH i
H20.. U kromatogramima razgradenih uzoraka uoceni su dobro razdvojeni kromatografski
pikovi loratadina i njegovih razgradnih produkata, §to ukazuje na dobru selektivnost metode.
(slika D6).

4.4.1. Prisilna razgradnja loratadina bez i u prisutnosti ciklodekstrina

Prisilna razgradnja je proces tijekom kojeg se aktivne tvari u obliku sirovine ili gotovog
farmaceutskog oblika razgraduju u uvjetima koji su ekstremniji u odnosu na uvjete koristene u
studijama ubrzane razgradnje. Cilj ovih eksperimenata je dobivanje razgradnih produkata kako
bi se utvrdio razgradni put farmaceutika, ali i razvile metode analize farmaceutika u prisutnosti
njegovih razgradnih produkata koje ¢e se koristiti i pri analizi nakon studija dugotrajne i
ubrzane razgradnje. Eksperimenti se provode u kiselim, bazi¢nim i oksidativnim uvjetima, pri
sobnoj temperaturi ili uz povisenu temperaturu.r*"13 Za detekciju i karakterizaciju razgradnih

produkata koriste se razni moderni spregnuti sustavi poput GC-MS, LC-MS, CE-MS, LC-
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NMR, LC-FT-IR, itd. Spregnuti sustav LC-MS jedna je od najcesce koristenih tehnika zbog
svoje osjetljivosti. 139140

U ovom radu provedena je prisilna razgradnja loratadina u kiselim i bazi¢nim te
oksidativnim uvjetima, uz zagrijavanje i pri sobnoj temperaturi. Razgradnja loratadina pratila
se 8 sati te su uzorci analizirani u odredenim vremenskim periodima (0 h, 1 h, 2 h, 5 hi 8 h).
Uzorci su analizirani prethodno validiranom metodom tekucinske kromatografije ultravisoke
djelotvornosti uz detektor s nizom dioda. O¢itane su vrijednosti povrSine kromatografskog pika
loratadina i izracunat je udio nerazgradenog loratadina.

Loratadin je stabilan u kiselom mediju pri sobnoj temperaturi, sto je u skladu s rezultatima
prethodnih istrazivanja.!*? Medutim, uz zagrijavanje dolazi do slabe razgradnje te je u
kromatogramu uocen pik razgradnog produkta pri vremenu zadrzavanja 5,5 min. Oksidativnom
razgradnjom na sobnoj temperaturi razgradeno je 5,4 % loratadina, a pri 80 °C razgradeno je
14 % loratadina. Pik razgradnog produkta uocen je pri vremenu zadrzavanja 8,8 min. Najveci
udio razgradnje uocen je pri bazi¢nim uvjetima, $to je u skladu s prethodnim istrazivanjima.#!-
143 Pri sobnoj temperaturi razgradeno je 1,4 % loratadina, a pri povisenoj temperaturi 72 %
loratadina. Vremena zadrzavanja razgradnih produkata iznosila su 55 min i 7,8 min.
Razgradnja loratadina pri hidroliti¢kim i oksidativnim uvjetima prikazana je na slici 49, a u

tablici D18 navedeni su razgradni produkti uoceni u uzorcima nakon osam sati razgradnje.
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Slika 49. Prisilna razgradnja LOR u kiselim (a), bazi¢nim (b) i oksidativnim (c) uvjetima, pri
sobnoj temperaturi i pri 80 °C

Takoder je istrazen utjecaj ciklodekstrina na razgradnju loratadina u uvjetima prisilne
razgradnje. Uzorci binarnih sustava loratadina i ciklodekstrina pripremljenih mljevenjem
izloZeni su jednakim uvjetima prisilne razgradnje kao i sam loratadin te su analizirani nakon 8
sati razgradnje.

U uvjetima kisele razgradnje pri sobnoj 1 povisenoj temperaturi, ciklodekstrini ne utjecu na
razgradnju loratadina (slika 50a), buduc¢i da su za sve sustave odredene usporedive vrijednosti
nerazgradenog loratadina.

U uvjetima bazi¢ne razgradnje pri sobnoj temperaturi nije uoCen znacajan utjecaj
ciklodekstrina na stabilnost loratadina (slika 50b), €ija je razgradnja iznosila oko 5 %. Neznatno
veca razgradnja loratadina uocena je u uzorcima LOR:HP-B-CD 1:1 (12,5 %) i LOR:SBE-§-
CD 1:2 (17,2 %). Na temelju grafickog prikaza razgradnje loratadina pri 80 °C (slika 50b) moze

se uociti neznatna stabilizacija loratadina ciklodekstrinima. Samo je u uzorcima LOR:3-CD 1:1
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I LOR:HP-B-CD 1:1 razgradeno 71 % loratadina $to je usporedivo s razgradnjom samog lijeka
koja iznosi 72 %. U ostalim uzorcima razgradeno je oko 67 % loratadina.

Najveci utjecaj ciklodekstrina na razgradnju loratadina uocen je pri uvjetima oksidativne
razgradnje (slika 50c). Ve¢i stupanj razgradnje pri sobnoj temperaturi odreden je u prisutnosti
SBE-B-CD; 12,5 % u uzorku LOR:SBE-B-CD 1:1 te 17,23 % u uzorku LOR:SBE-B-CD 1:2.
Veéi negativan utjecaj ciklodekstrina na stabilnost loratadina odreden je pri poviSenoj
temperaturi. Razgradnja je iznosila od 18,66 % do 32,14 %, dok je razgradnja loratadina bez
prisutnosti ciklodekstrina iznosila 13,52 %. Najveca razlika uocena je za uzorak LOR:B-CD
1:2. Takoder, u uzorcima LOR:CD izlozenih razgradnji pri poviSenoj temperaturi uoceno je
viSe kromatografskih pikova niskog intenziteta koji bi takoder mogli odgovarati razgradnim
produktima loratadina.

Iako ciklodekstrini uglavnom nemaju utjecaj na stabilnost lijeka, ili ju povecavaju, mogué
je i negativan utjecaj. Hong i sur. su pokazali da B-CD i njegovi hidroksipropilirani, metilirani,
alkilsulfonirani i karboksietilirani derivati povecavaju oksidaciju ziprasidona uslijed izlaganja
y-zracenju. Predlozili su da kompleksiranje ziprasidona s ciklodekstrinima potice oksidaciju
stabiliziranjem oksidativnog meduprodukta, a uspjesnost razgradnje je ovisila o interakcijama

sa supstitucijskim skupinama razli¢itih derivata.}#

Moguce je da 1 u slucaju loratadina,
ciklodekstrini, pogotovo SBE-B-CD, stabiliziraju neki od razgradnih produkata i time utjeu na

razgradnju loratadina.
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Slika 50. Utjecaj ciklodekstrina na stabilnost loratadina u uvjetima prisilne razgradnje u

kiselim (a), bazi¢nim (b) i oksidativnim (c) uvjetima, pri sobnoj temperaturi i pri 80 °C

4.4.2. Analiza razgradnih produkata spektrometrijom masa visokog razlucivanja

Kako bi odredili strukture nastalih razgradnih produkata, odabrani uzorci loratadina i binarnih
sustava LOR:CD nakon 8 sati razgradnje analizirani su spregnutim sustavom tekucinske
kromatografije ultravisoke djelotvornosti i spektrometrije masa visokog razlucivanja.
Kromatografski uvjeti bili su isti kao i pri analizi metodom UHPLC-DAD, a parametri
spektrometra masa navedeni su u tablici 7. Za analizu su odabrani uzorci loratadina nakon
razgradnje u kiselim, bazi¢nim i oksidativnim uvjetima te uzorak LOR:HP-B-CD 1:1 nakon
razgradnje u oksidativnim uvjetima, budu¢i da je u njemu uo€en najve¢i broj razgradnih
produkata. Ostali uzorci nisu analizirani metodom UHPLC-MS jer su razgradni produkti uoc¢eni
za te uzorke prisutni i u uzorcima odabranim za UHPLC-MS analizu.

Kromatogrami ukupne ionske struje (engl. total ion chromatogram, TIC) uzoraka loratadina

nakon 8 sati razgradnje pri kiselim, luznatim i oksidativnim uvjetima pri povisenoj temperaturi
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prikazani su na slici 51. U wuzorku izlozenom razgradnji u kiselim uvjetima osim
kromatografskog pika pri 8,44 min koji odgovara loratadinu (m/z 383,1534), uocen je i
kromatografski pik niskog intenziteta pri 5,56 min koji odgovara ionu m/z 311,1319 (DP1). U
uzorku izloZzenom razgradnji u bazi¢nim uvjetima, uz prethodno navedene kromatografske
pikove koji su uoceni i pri kiseloj razgradnji, uocen je i dodatni kromatografski pik pri 7,85 min
koji odgovara ionu m/z 369,1366 (DP2). U oksidativnim uvjetima uz kromatografski pik koji
odgovara loratadinu uoCena su i dva kromatografska pika koji odgovaraju razgradnim
produktima pri vremenima zadrzavanja 8,62 min (m/z 399,1479; DP3) i 8,89 min (m/z
381,1376; DP5). U tablici 25 navedena su vremena zadrzavanja i pripadajuce vrijednosti m/z
za sve razgradne produkte uocene u uzorcima loratadina nakon osam sati razgradnje pri
luznatim, kiselim i oksidativnim uvjetima uz zagrijavanje na 80 °C. Na slici 52 prikazani su

MS spektri loratadina 1 uo¢enih razgradnih produkata.

Tablica 25. Razgradni produkti uoc¢eni nakon 8 sati razgradnje otopine LOR pri hidrolitickim i

oksidativnim uvjetima uz zagrijavanje

Asignacija Vrijeme zadrZavanja / min m/z Stresni uvjeti
LOR 8,48 383,1534 HCI, NaOH, H20,
DP1 5,56 311,1319 HCI, NaOH
DP2 7,85 369,1366 NaOH
DP3 8,62 399,1479 H202
DP5 8,89 381,1376 H202
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Slika 51. TIC kromatogrami uzorka loratadina nakon 8 sati razgradnje u kiselim (a), bazi¢nim

(b) i oksidativnim (c) uvjetima, pri 80 °C, ESI(+)
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Slika 52. ESI(+) MS spektri LOR (a) i razgradnih produkata DP1 (b), DP2 (c), DP3 (d) i DP5 (e) uocenih u uzorcima LOR nakon
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Budu¢i da je u uzorcima LOR:CD izloZzenima oksidativnoj razgradnji uoceno vise
kromatografskih pikova u usporedbi sa samim LOR, provedena je i MS analiza uzorka
LOR:HP-B-CD 1:1 pripremljenog mljevenjem (slika 53). Uocen je niz kromatografskih pikova
niskog intenziteta u rasponu vremena zadrzavanja (6,7 — 9,9) min, koji odgovaraju razgradnim
produktima loratadina. U tablici 26 navedeni su razgradni produkti koji su uoéeni u uzorku
LOR:HP-B-CD 1:1 nakon osam sati oksidativne razgradnje uz zagrijavanje te njihova vremena
zadrZavanja (tr) i relativna vremena zadrZzavanja (r). Relativna vremena zadrzavanja izraCunata
su kao omjer vremena zadrzavanja kromatografskog pika razgradnog produkta i vremena

zadrzavanja kromatografskog pika loratadina. Na slici D7 prikazani su MS spektri uocenih
razgradnih produkata.
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Slika 53. TIC kromatogram uzorka LOR:HP-B-CD 1:1 nakon 8 sati oksidativne razgradnje uz

zagrijavanje (a), uvecani dio kromatograma (b), ESI(+)

Marijana Pocrnié¢ Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava

92

Tablica 26. Razgradni produkti uoc¢eni nakon 8 sati oksidativne razgradnje otopine uzorka
LOR:HP-B-CD 1:1 uz zagrijavanje

Asignacija tr / min r/ min m/z
LOR 8,48 1,00 383,1534
DP3 8,62 1,02 399,1485
DP4 7,01 0,83 399,1480
DP5 8,89 1,05 381,1379
DP6 9,19 1,08 381,1379
DP7 7,13 0,84 399,1480
DP8 7,61 0,90 399,1481
DP9 8,29 0,98 399,1477
DP10 9,90 1,17 399,1473
DP11 7,51 0,89 244,0531
DP12 9,39 1,11 399,1479
DP13 6,69 0,79 415,1428

tr — vrijeme zadrzavanja; r — relativno vrijeme zadrzavanja

Osim razgradnih produkata DP3 i DP5 koji su uoceni i pri razgradnji samog LOR, uoceno je 9
dodatnih razgradnih produkata (DP4 i DP6 — DP13), od kojih sedam ima jednaku vrijednost
m/z (m/z 399; DP3, DP4, DP7 — DP10 i DP12). Kromatogram izoliranog iona m/z 399 (engl|.

extracted ion chromatogram, EIC) prikazan je na slici 54. Takoder su uocena i dva izomera

(m/z 381; DP5 i DP6) te razgradni produkti kojima odgovaraju signali iona m/z 244 (DP11) i

m/z 415 (DP13).
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Slika 54. EIC kromatogram iona m/z 399,1470 u uzorku LOR:HP-B-CD 1:1 nakon 8 sati

oksidativne razgradnje uz zagrijavanje, ESI(+)
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4.4.3. Analiza razgradnih produkata tandemnom spektrometrijom masa visoko razlucivanja

Kako bi dobili uvid u strukturu nastalih razgradnih produkata, provedena je njihova MS/MS
analiza. Odabrani jednostruko nabijeni ioni loratadina i njegovih razgradnih produkata
fragmentirani su pri tri razli¢ite kolizijske energije (10 V, 20 Vi 30 V) te su na temelju njihovih
MS/MS spektara predlozene strukture i fragmentacijske sheme.

Glavni fragmentacijski put loratadina je nastajanje oksonijevog iona (m/z 337,1108) buduci
da je to najzastupljeniji ion pri najvecoj vrijednosti primijenjene kolizijske energije. Daljnja
fragmentacija oksonijevog iona ukljucuje pucanje veza unutar piperidinskog prstena i
nastajanja fragmentnih iona m/z 267,0815, m/z 294,1050, m/z 280,0893 i m/z 282,1050.
Gubitkom klora iz fragmentnog iona m/z 294,1050 nastaje fragmenti ion m/z 259,1361.1*° Na
slici 55 prikazan je MS/MS spektar iona [LOR + HJ]", na slici 56 fragmentacijska shema
loratadina, a u tablici D19 tabli¢ni prikaz MS/MS spektara pri kolizijskim energijama od 10 V,
20Vi30V.
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2,254
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0,75+
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Slika 55. ESI(+) MS/MS spektar iona [LOR + H]* (m/z 383,1545), kolizijska energija od 30 V
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Cl /\

[C22H23CIN, O, + H]*
m/z 383,1521

Cl [ A Cl
) | N .
+ N

[C14H41CINT

N
/z 228,0580
me s [C1sH7CIN]*

N
o m/z 282,1050
[C20H15CINO]*

m/z 337,1108 \

[C17H14CINT™
m/z 267,0815 [C1gH47CINT* [C4gH45CIN*
m/z 294,1050 m/z 280,0893

[CqgHa7NI™
m/z 259,1361

Slika 56. Predlozena fragmentacijska shema loratadina (m/z 383,1521)

Razgradni produkt DP1, ¢iji je signal protoniranog iona uocen pri m/z 311,1310, fragmentira te
nastaju ioni m/z 294, m/z 282, m/z 280, m/z 267 i m/z 259, karakteristi¢ni za loratadin (tablica

D20 i slika 57). Na temelju toga moze se zakljuciti kako su triciklicki i piperidinski dio
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molekule loratadina sa¢uvani, te je do nastanka razgradnog produkta doslo hidrolizom esterske
skupine. Fragmentacijom nastaje razgradni produkt koji je ujedno i metabolit loratadina,

desloratadin.'*®!4” Na slici 58 prikazana je fragmentacijska shema razgradnog produkta DP1.
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Slika 57. ESI(+) MS/MS spektar iona [M + H]" razgradnog produkta DP1 (m/z 311,1328),
kolizijska energija od 30 V
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Slika 58. Predlozena fragmentacijska shema razgradnog produkta DP1 (m/z 311,1310)
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Vrijednost m/z protoniranog iona razgradnog produkta DP2 (369,1377) razlikuje se od
vrijednosti m/z protoniranog iona loratadina za 14,0157 Da. Budu¢i da su fragmentacijski
putevi LOR i DP2 veoma sli¢ni do promjene u strukturi loratadina ne dolazi na triciklickom ili
piperidinskom dijelu molekule. Budu¢i da razlika od 14,0157 Da odgovara gubitku -CH>
skupine, moze se zakljuciti kako struktura razgradnog produkta DP2 umjesto etoksi sadrzi

metoksi skupinu (slike 59 i 60, tablica D21).

X105

0,8

Intenzitet

0,6

0,4

0,2

*

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
m/z

Slika 59. ESI(+) MS/MS spektar iona [M + H]* razgradnog produkta DP2 (m/z 369,1364),
kolizijska energija od 30 V
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[C24H24CIN,O, + H]*
m/z 369,1364

Cl
< N/ -

[C14H11CINT*
m/z 228,0580 k
X

[C1gH47CINT*
o' m/z 282,1050
[CaoH15CINLO]*

m/z 337,1108 \

[C47H14CIN]™

m/z 267,0815 [C4gH47CINT*
m/z 294,1050 m/z 280,0893

[C4gH15CIN]*

[CroHq7NI™
m/z 259,1361

Slika 60. Predlozena fragmentacijska shema razgradnog produkta DP2 (m/z 369,1364)

lako su kromatografski pikovi razgradnih produkata DP3 i DP4 uo¢eni pri razli¢itim vremenima
zadrzavanja (8,6 min i 7,0 min), razgradni produkti imaju jednaku molekulsku formulu (m/z
399,1470). Nadalje, njihov nacin fragmentacije veoma je sli¢an te se moze zakljuciti kako se
radi o izomerima (tablice D22 i D23, slika 61). Budu¢i da se vrijednosti m/z protoniranih iona
ovih razgradnih produkata razlikuju od vrijednosti m/z protoniranog iona loratadina za 15,9949

Da, $to odgovara to¢noj masi hidroksilne skupine, moze se zakljuéiti kako pri oksidativnim
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uvjetima dolazi do adicije hidroksilne skupine na loratadin. U MS/MS spektrima uoceni Su
signali iona pri m/z 228, m/z 267 i m/z 282, sto ukazuje na nepromijenjen triciklicki dio
molekule (slika 56). Budu¢i da nisu uo¢eni ioni m/z 337, m/z 294 i m/z 259, moze se zakljuciti
kako je do vezanja hidroksilne skupine doSlo na piperidinskom prstenu. Ovaj naéin vezanja
dodatno potvrduje prisutnost signala iona pri m/z 353 koji odgovara hidroksiliranom analogu
iona m/z 337. U MS/MS spektru razgradnih produkata DP3 i DP4 takoder su uoceni signali
iona m/z 381 i m/z 335 koji nastaju iz iona m/z 399 i m/z 353 eliminacijom vode uz nastanak
dvostruke veze na piperidinskom prstenu (slika 62). lako fragmentacijom razgradnih produkata
DP3 i DP4 nastaju isti ioni, njihovi relativni intenziteti se razlikuju, $to se moze pripisati
razli¢itom polozaju hidroksilne skupine na prstenu. Fragmentacijom DP3 i DP4 dolazi do
eliminacije vode i nastanka iona m/z 381. Signal tog iona zamjetnog je intenziteta u spektru
molekule DP3 ve¢ pri kolizijskoj energiji od 10 V, te se moze zakljuciti kako je molekula DP3
manje stabilna od DP4, budu¢i da lakse fragmentira ¢ak i pri niskim kolizijskim energijama.
Iako se na temelju MS/MS analize moze zakljuciti kako se hidroksilna skupina nalazi na
piperidinskom prstenu, tocan polozaj nije moguce odrediti, te su za odredivanje to¢ne strukture
razgradnih produkata DP3 i DP4 potrebne dodatne analize spektroskopijom NMR. Strukture
ovih razgradnih produkata odgovaraju predlozenim strukturama metabolita loratadina, u kojima

takoder nije odreden todan polozaj hidroksilne skupine.146:148
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Slika 61. ESI(+) MS/MS spektar iona [M + H]* razgradnih produkata DP3 (a) i DP4 (b) (m/z

369,1364), kolizijska energija od 30 V
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Slika 62. PredloZena fragmentacijska shema razgradnih produkata DP3 i DP4 (m/z 399,1470)

Razgradni produkti DP5 i DP6 s vremenima zadrzavanja 8,9 min i 9,2 min takoder imaju istu
molekulsku formulu, te je signal njihovog protoniranog iona uocen pri m/z 381,1364. Razlika
vrijednosti m/z iona protoniranih razgradnih produkata DP5 i DP6 od 2,0157 Da u usporedbi s

vrijednos¢u m/z protoniranog iona LOR ukazuje na postojanje dvostruke veze u molekuli ovih
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razgradnih produkata. Budu¢i da su u MS/MS spektrima uoceni signali iona pri m/z 228 i m/z
267 do promjene u strukturi nije doslo na triciklickom dijelu molekule. Ioni m/z 335, m/z 292 i
m/z 257, koji su analozi fragmentiranog iona LOR (m/z 337, m/z 294 i m/z 259), ukazuju na
postojanje dvostruke veze u piperidinskom prstenu (tablice D24 i D25, slika D63). Ovu
strukturu takoder potvrduju ioni m/z 353 i m/z 309. Razgradni produkti DP5 i DP6 mogli bi
nastati iz hidroksiliranih razgradnih produkata DP3 i DP4 eliminacijom vode. Medutim, kao
Sto nije bilo moguce odrediti tocan polozaj hidroksilne skupine u strukturi razgradnih produkata
DP3 i DP4, takoder nije moguce odrediti tocan polozaj dvostruke veze u strukturi razgradnih
produkata DP5 i DP6 (slika 64). Stoga su potrebne dodatne analize spektroskopijom NMR. Na
slici 65 prikazana je fragmentacijska shema ovih razgradnih produkata.
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Slika 63. ESI(+) MS/MS spektar iona [M + H]" razgradnih produkata DP5 (a) i DP6 (b) (m/z
381,1364), kolizijska energija od 30 V

Cl

IL1

Slika 64. Predlozene strukture razgradnih produkata DP5 i DP6
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Slika 65. Predlozena fragmentacijska shema razgradnih produkata DP5 i DP6 (m/z 381,1364)
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Razgradni produkti DP7, DP8, DP9 i DP10 (m/z 399,1471) imaju veoma slicne MS/MS spektre
Sto ukazuje na njihove slicne strukture (tablice D26 — D29 i slika D66). Kao i u slucaju
razgradnih produkata DP3 1 DP4, radi se o hidroliziranom loratadinu. Medutim, budu¢i da u
njihovim MS/MS spektrima nije uocen signal iona pri m/z 228, moze se zakljuciti kako je do
vezanja hidroksilne skupine doslo na triciklickom dijelu molekule. Takoder, ioni m/z 353, m/z
310, m/z 298, m/z 296, m/z 283, m/z 275 i m/z 244 su analozi ionima loratadina (m/z 337, m/z
294, m/z 282, m/z 280, m/z 267, m/z 259 i m/z 282) uvecani za 15,9949 Da zbog vezane
hidroksilne skupine. To¢an polozaj hidroksilne skupine nije moguée odrediti, medutim moze
se pretpostaviti da se nalazi na jednom od aromatskih prstenova, a ne na cikloheptanskom
sredisnjem prstenu (slika 67). Kada bi hidroksilna skupina bila vezana na cikloheptanski prsten,
prilikom fragmentacije moglo bi do¢i do njene eliminacije uz nastajanje dvostruke veze, te bi
bazni signal u MS/MS spektru bio onaj pri m/z 381,1364.14 lako je u MS/MS spektrima
razgradnih produkata DP7 — DP10 uocen signal iona pri m/z 381, njegov je intenzitet veoma
nizak, §to ukazuje da hidroksilna skupina nije vezana na triciklicki prsten. Na slici 68 prikazana

je fragmentacijska shema ovih razgradnih produkata.
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Slika 66. ESI(+) MS/MS spektar iona [M + H]* razgradnih produkata DP7 (a), DP8 (b), DP9
(c) i DP10 (d) (m/z 399,1470), kolizijska energija od 30 V
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Slika 67. Moguce strukture razgradnih produkata DP7, DP8, DP9 i DP10
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Slika 68. Predlozena fragmentacijska shema razgradnih produkata DP7, DP8, DP9 i DP10
(m/z 399,1470)
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Razgradni produkt DP11 (vrijeme zadrzavanja 7,5 min) odgovara protoniranom ionu
vrijednosti m/z 244,0524. Strukturom slici triciklickom dijelu molekule loratadina, uz dodatnu
dvostruku vezu i hidroksilnu skupinu na cikloheptanskom prstenu. U prilog tomu govore ioni
m/z 227 i m/z 226 koji nastaju homoliti¢kom, odnosno heterolitiCkom eliminacijom hidroksilne
skupine. Ostali ioni (m/z 214, m/z 179, m/z 216, m/z 180, m/z 181, m/z 137, m/z 78 i m/z 104)
nastaju fragmentacijom cikloheptanskog prstena (tablica D30, slika 69). Fragmentacijska

shema razgradnog produkta DP11 prikazana je na slici 70.
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Slika 69. ESI(+) MS/MS spektar iona [M + H]* razgradnog produkta DP11 (m/z 244,0524),
kolizijska energija od 30 V
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[CsHNT*
m/z 78,0344

[CsHeCII"
m/z 137,0158
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m/z 104,0500

Slika 70. PredloZena fragmentacijska shema razgradnog produkta DP11 (m/z 244,0524)

Razgradnom produktu DP12 uogenom pri vremenu zadrzavanja 9,4 min takoder odgovara
protonirani ion vrijednosti m/z 399,1470. Medutim, njegov MS/MS spektar razlikuje se od
MS/MS spektara ostalih razgradnih produkta iste molekulske formule. lako je u MS/MS spektru
uocen signal iona pri m/z 228, sto sugerira hidroksilnu skupinu vezana na piperidinski prsten,
izostaje signal iona pri m/z 381 koji odgovara ionu nastalom eliminacijom vode (slike 71 72,
tablica D31). Medutim, MS/MS spektar ovog razgradnog produkta veoma je slican MS/MS
spektru spoja SCH 38554 u radu Ramanathan i sur.}*® U tom radu provedena je MS i MS/MS

analiza hidroksi- i N-oksid metabolita loratadina uz ionizaciju elektrorasprSenjem i ionizaciju
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pri atmosferskom tlaku (engl. atmospheric pressure chemical ionization, APCI). Spoj SCH
38554 odgovara piperidin N-oksidu loratadina te je u ESI(+) MS/MS spektru bazni pik signal
iona pri m/z 353 koji nastaje eliminacijom etoksi skupine. Znacajna razlika uo¢ena je u ESI(+)
i APCI(+) MS spektrima, buducéi da je uz ionizaciju pri atmosferskom tlaku u MS spektru uo¢en
I signal iona pri m/z 383, koji nastaje gubitkom kisika. Buduci da je MS/MS spektar razgradnog
produkta DP12 iz ovog rada veoma slican MS/MS spektru spoja SCH 38554, moze se zakljuciti
kako se radi o istim spojevima. Medutim strukture je potrebno potvrditi drugim
eksperimentalnim tehnikama, primjerice spektrometrijom masa uz ionizaciju pri atmosferskom
tlaku, ili spektroskopijom NMR.

x104
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0,6
256,0883
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Slika 71. ESI(+) MS/MS spektar iona [M + H]" razgradnog produkta DP12 (m/z 399,1470),
kolizijska energija od 30 V
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[C22H23CIN,O3 + H]*
m/z 399,1470

[C17H14CINT™*
m/z 267,0815

[C2oH18CIN;0]*

/ m/z 353,1057 \
+ N/

[C14H41CINT*
m/z 228,0580

[C1gH47CINO]* [C1gH15CINO]"
m/z 310,0999 m/z 296,0842

Slika 72. Predlozena fragmentacijska shema razgradnog produkta DP12 (m/z 399,1470)

Razgradni produkt DP13 (vrijeme zadrzavanja 7,4 min) odgovara protoniranom ionu
vrijednosti m/z 415,1419. Razlika od 31,9898 Da naspram vrijednosti m/z protoniranog
loratadina ukazuje na vezanje dvije hidroksilne skupine na molekulu loratadina. U MS/MS
spektru uocen je signal iona pri m/z 397 koji odgovara eliminaciji jedne molekule vode, no
buduci da nije uocen signal iona pri m/z 379 koji bi odgovarao eliminaciji druge hidroksilne
skupine na isti nacin, moze se zakljuciti da je samo jedna hidroksilna skupina pozicionirana
tako da je moguca eliminacija vode (tablica D32 i slika 73). Budu¢i da je u MS/MS spektru

uocen i signal iona pri m/z 228, moze se zakljuciti da se jedna hidroksilna skupina nalazi na
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piperidinskom prstenu, a da druga hidroksilna skupina nije vezana na aromatske prstenove u
molekuli. Sli¢an trend uocen je i za razgradni produkt DP12, sto ukazuje kako je razgradni
produkt DP13 takoder N-oksidni spoj te da nastaje iz razgradnog produkta DP12 vezanjem
hidroksilne skupine na piperidinski prsten. U MS/MS spektru DP13 takoder su uoceni signali
iona pri m/z 351 i m/z 308. Navedeni ioni analogni su ionima razgradnog produkta DP12, sto

potvrduje da je jedna hidroksilna skupina vezana na piperidinski prsten (slika 74).
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Slika 73. ESI(+) MS/MS spektar iona [M + H]* razgradnog produkta DP13 (m/z 415,1419),

kolizijska energija od 30 V
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[C22H23CIN;O, + HI
m/z 415,1419

[C20H1CIN2 O3]

[C22H21CIN;O5 + HI® m/z 369,1000
m/z 397,1313

Cl i N
+ N/
[C14H44CIN]*
miz 228,0580 K
\.\\O+
[C20H16CIN; O,
/ m/z 351,000 [C1eH17CIN,O + HJ”

m/z 325,102

\

[Cy7H14CINT™
m/z 267,0815

[C1gH15CINOT* [C1gH15CINO]*
m/z 308,08 m/z 296,0842

[C1oH4sNOT™ [C15H1sCIN]*
miz 273,1154 m/z 280,0893

Slika 74. PredloZena fragmentacijska shema razgradnog produkta DP13 m/z (415,1419)

U sklopu ovog rada provedeni su eksperimenti prisilne razgradnje loratadina u kiselim,
luznatim i oksidativnim uvjetima, pri sobnoj temperaturi i prilikom zagrijavanja na 80 °C.
Loratadin se pokazao stabilnim pri uvjetima kisele hidroliti¢ke razgradnje uz veoma mali
nastanak razgradnog produkta DP1 uz zagrijavanje. U uvjetima luznate hidroliticke razgradnje
znacajna razgradnja loratadina uocena je pri 80 °C uz nastajanje razgradnih produkata DP1 i

DP2. U uvjetima oksidativne razgradnje nije doslo do znacajne razgradnje, ali nastaju razgradni
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produkti DP3 i DP5. Takoder je ispitana razgradnja loratadina u binarnim sustavima LOR:CD.
U uvjetima kisele i luznate hidroliticke razgradnje nije bilo zna¢ajnih promjena. Medutim, u
uvjetima oksidativne razgradnje nastao je veéi broj razgradnih produkata (DP3 — DP13).
Strukture uocCenih razgradnih produkata odredene su na temelju MS 1 MS/MS analize
spektrometrijom masa visokog razlu¢ivanja uz ionizaciju elektrorasprSenjem. Od 13 uocenih
razgradnih produkata, samo je jedan (DP1) ve¢ opisan u literaturi i strukturno odgovara
desloratadinu.'*? Nadalje, strukture razgradnih produkata DP3, DP4, DP12 te DP7 — DP10
odgovaraju predloZenim strukturama metabolita loratadina. 614 Ostali razgradni produkti su
prvi put uoCeni u ovom radu. Medutim, potrebna su dodatna istrazivanja, primjerice
spektroskopijom NMR, kako bi se odredila njihova to¢na struktura. Na slici 75 prikazane su
strukture svih razgradnih produkata loratadina odredenih u ovom radu, a u tablici D33 navedena

su i njihova vremena zadrzavanja te izmjerene i izracunate vrijednosti m/z.
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Cl I
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NaOH DPS i DP6
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Slika 75. PredloZene strukture opaZzenih razgradnih produkata loratadina

4.4.4. Utjecaj ciklodekstrina na fotostabilnost loratadina

Provedeno je istrazivanje utjecaja ciklodekstrina na fotostabilnost loratadina. Pripremljeni su
uzorci samog loratadina i odabranih binarnih sustava LOR:CD te su studije fotostabilnosti
provedene prema ICH smjernicama. Budu¢i da su uzorci LOR:CD 1:2 pokazali znacajno bolja
svojstva od binarnih sustava LOR:CD 1:1, samo su oni uzeti u obzir za istrazivanja
fotostabilnosti. Izuzetak je sustav LOR:RM-B-CD 1:1 koji je odabran kako bi se vidjelo ima li
kolic¢ina ciklodekstrina u uzorku utjecaj na stabilnost. Nadalje, buduci da se mljevenje pokazalo

kao efikasniji nadin pripreme uzoraka, samo su mljeveni uzorci uzeti u obzir, s izuzetkom
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sustava LOR:RM-B-CD 1:2 pripremljenog susenjem rasprsivanjem, kako bi se uvjerili da na¢in
pripreme ne utjece na stabilnost loratadina.

Uzorci su nakon izlaganja izvorima dnevnog i UV zracenja otopljeni i analizirani metodom
LC-DAD te su izracunate koncentracije loratadina i analiticki povrati. KoriStena je prethodno
razvijena metoda analize loratadina u prisutnosti razgradnih produkata, medutim zbog
akumulacije ciklodekstrina na prethodno koristenoj koloni (Zorbax Eclipse Plus C18), bilo je
potrebno zamijeniti kolonu (Acquity BEH C18) i revalidirati metodu (tablica D34).1%¢ Budu¢i
da je analiza uzoraka nakon fotorazgradnje provedena na koloni drugog proizvodaca, vremena
zadrzavanja svih analita su pomaknuta prema veéim vrijednostima. Medutim, relativna
vremena zadrZavanja su jednaka za obje kolone, te su stoga ona Kkoristena pri identifikaciji
uocenih razgradnih produkata.

Na slici 76 prikazani su rezultati studija fotostabilnosti loratadina u mljevenom uzorku i u
binarnim sustavima LOR:CD 1:2 te LOR:RM-B-CD 1:1 pripremljenih mljevenjem, te uzorka
LOR:RM-B-CD 1:2 pripremljenog susenjem rasprsivanjem. Rezultati su izrazeni kao postotna
vrijednost omjera analitickih povrata loratadina u kontrolnim uzorcima i u uzorcima izloZenima
razgradnji. Dobivene vrijednosti su u rasponu (95,32 — 100,10) %, $to ukazuje da loratadin nije
podloZan razgradnji. Ovi rezultati nisu u skladu s istrazivanjem Rivas-Granizo i sur. gdje se
pokazalo da nakon 12 sati dolazi do razgradnje samog loratadina, a prirodni ciklodekstrini
poboljsavaju stabilnost loratadina. Medutim, u radu nije naveden postotak razgradnje samog
loratadina, a eksperimenti su bili provodeni u otopini, dok su eksperimenti u ovom radu bili

provodeni u évrstom stanju.'?
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Slika 76. Rezultati istrazivanja fotostabilnosti za uzorke LOR (m), LOR:B-CD 1:2 m (m),
LOR:HP-B-CD 1:2m (), LOR:RM-B-CD 1:1 m (=), LOR:RM-B-CD 1:2 m (), LOR:RM-B-
CD 1:2 sd (m) i LOR:SBE-B-CD 1:2 m (m)
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Najmanje vrijednosti omjera analiti¢ckih povrata dobivene su za sustave LOR:RM-B-CD 1:1
(95,32 %) i LOR:SBE-B-CD 1:2 (95,34 %) pripremljenih mljevenjem, stoga su ovi uzorci
dodatno analizirani metodom UHPLC-MS. U uzorku LOR:RM-B-CD 1:1 nisu uoceni razgradni
produkti, pa je smanjena vrijednost vjerojatno posljedica eksperimentalne pogreske pri
odredivanju analitiCkog povrata (slika D8). Medutim u kromatogramu ukupne ionske struje
uzorka LOR:SBE-B-CD 1:2 uocen je kromatografski pik veoma niskog intenziteta pri
relativnom vremenu zadrzavanja 1,02 koji odgovara razgradnom produktu DP3, Sto je

potvrdeno MS/MS analizom (slike 77 i D9).
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Slika 77. TIC kromatogrami uzorka LOR:SBE-B-CD 1:2: kontrolni uzorak (a) i uzorak nakon
fotorazgradnje (b)
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Na temelju ovih rezultata moze se zakljuciti da je loratadin stabilan pri uvjetima fotoliticke
razgradnje propisane ICH smjernicama, a ciklodekstrini ne utjeCu znacajno na njegovu
stabilnost. Iako je uoCena razgradnja u uzorku LOR:SBE-B-CD 1:2, udio razgradnje je
zanemariv. Iako ovi rezultati nisu u skladu s prethodnim istraZivanjima, razlike se mogu
pripisati nacinu izvodenja eksperimenta, buduc¢i da su u prethodnim istrazivanjima eksperimenti

provedeni u otopini, a u ovom radu su provedeni u ¢vrstom stanju.

4.4.5. Utjecaj ciklodekstrina na stabilnost loratadina u uvjetima ubrzane razgradnje

Provedene su studije ubrzane razgradnje na uzorcima samog loratadina i binarnih sustava
LOR:CD 1:2 i LOR:RM-B-CD 1:1 pripremljenin mljevenjem te LOR:RM-B-CD 1:2
pripremljenog suSenjem rasprsivanjem. Uzorci su pohranjeni u stabilitetne komore pri 40 °C i
75 % relativne vlaZznosti. Uzorci su analizirani svakih mjesec dana tekucinskom
kromatografijom ultravisoke djelotvornosti te su rezultati prikazani kao postotni omjer
analitickog povrata uzorka izlozenog uvjetima povisene temperature i relativne vlaznosti, te
referentnog uzorka, odnosno onog koji nije izlozen navedenim uvjetima. Sam loratadin je
stabilan pri uvjetima ubrzane razgradnje, a ciklodekstrini ne utjeu na njegovu stabilnost (slika
78).
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Slika 78. Rezultati studija stabilnosti pri uvjetima ubrzane razgradnje (40 °C i 75 % RV) za
uzorke LOR m (m), LOR:B-CD 1:2 m (o), LOR:HP-B-CD 1:2 m (A), LOR:RM-B-CD 1:1 m
(V), LOR:RM-B-CD 1:2 m (¢), LOR:RMB-CD 1:2 sd («) i LOR:SBE-B-CD 1:2m (»)
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Kako bi potvrdili da ne dolazi do razgradnje loratadina, uzorci su nakon Sest mjeseci razgradnje
analizirani i metodom UHPLC-MS. Budu¢i da nisu uoceni dodatni pikovi koji bi odgovarali
razgradnim produktima, stabilnost loratadina u uzorcima je potvrdena. Usporedbom
kromatograma slijepe probe (otapala) i kromatograma uzoraka, moze se zakljuciti da dodatni
pikovi uoceni u kromatogramima uzoraka su takoder prisutni i u kromatogramima otapala (slika

D10).
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§5. ZAKLJUCAK

U ovom radu provedena je detaljna analiza binarnih sustava loratadina i B-ciklodekstrina te
njegovog hidroksipropiliranog, nasumicno deriviranog i alkilsulfoniranog derivata, kako bi se
istrazila potencijalna primjena navedenih ciklodekstrina pri razvoju novih formulacija lijeka s
poboljSanim svojstvima. Istrazivanja su provedena u otopini i u ¢vrstom stanju, pri ¢emu Su
koriStene razlicite analiticke tehnike.

Utjecaj ciklodekstrina na topljivost loratadina istrazen je u vodi i simuliranim
biorelevantnim medijima. Pokazalo se da ciklodekstrini znacajno poveéavaju topljivost
loratadina u svim medijima, te da solubilizacijski efekt ciklodekstrina opada u nizu RM-B-CD
> SBE-B-CD > B-CD > HP-B-CD. Rezultati takoder ukazuju na nastanak kompleksa
stehiometrije LOR:CD 1:1, osim u slu¢aju RM-B-CD i HP-B-CD, gdje pri vis$im
koncentracijama dodanih ciklodekstrina nastaju i kompleksi stehiometrije 1:2. Izracunate
vrijednosti konstanti stabilnosti su u rasponu vrijednosti logK1:1 od 3,92 do 5,23 $to ukazuje na
nastanak stabilnih kompleksa stehiometrije 1:1. Dobiveni rezultati su djelomi¢no u skladu s
prethodnim istrazivanjima, a uo¢ene diskrepancije u rezultatima mogu se objasniti razlikama u
eksperimentalnim uvjetima.

Karakterizacija binarnih sustava LOR-CD u otopini provedena je i spektrometrijom masa
za sve sustave osim za one sa SBE-B-CD. Uoceno je nastajanje kompleksa, a odredena
stehiometrija bila je LOR:CD 1:1. Kompleksi stehiometrije 1:2 nisu uoceni, vjerojatno zbog
njihove niske stabilnosti.

Binarni sustavi u ¢vrstom stanju pripremljeni su u stehiometrijskim omjerima LOR:CD 1:1
i 1:2 mljevenjem i suSenjem rasprsivanjem. Uspjes$nost priprave uzoraka pratila se razlikovnom
pretraznom kalorimetrijom te je u svim mljevenim uzorcima uocen potpuni nestanak kristalne
frakcije loratadina. U uzorcima pripremljenim suSenjem rasprSivanjem potpuni nestanak
kristalne frakcije loratadina uoc€en je u binarnim sustavima LOR:B-CD 1:2, LOR:HP-3-CD 1:2
te LOR:RM-B-CD 1:1i 1:2, dok je u ostalim uzorcima zaostao mali udio kristalne frakcije
loratadina. Potpuna, odnosno djelomi¢na amorfizacija uzoraka potvrdena je i rezultatima
analize difrakcijom rendgenskog zracenja na praskastom uzorku. Amorfizacija uzoraka u

kojima su prisutni ciklodekstrini ne mora nuzno znaciti da je doslo do nastanka inkluzijskog
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kompleksa. Medutim, rezultati analize infracrvenom spektroskopijom s Fourierovim
transformacijama mogu ukazivati na barem djelomican nastanak inkluzijskog kompleksa.

Istrazivanja in vitro otapanja loratadina u simuliranom intestinalnom mediju ukazuju da
ciklodekstrini i na¢in priprave utjeCu na profil otapanja loratadina. Najbolji rezultati ponovno
su dobiveni za sustave LOR:CD 1:2 u kojima dolazi do trenutnog i potpunog otapanja
loratadina. Stoga su ovi sustavi uzeti za daljnja istrazivanja stabilnosti.

Ispitivanjem topljivosti loratadina u pripremljenim binarnim sustavima vidljivo je da dolazi
do znacajnog povecanja topljivosti, te da nain priprave ne utjece znacajno na rezultate, osim u
slu¢aju LOR:RM-B-CD 1:2, gdje je vise loratadina otopljeno u uzorku pripremljenim susenjem
rasprSivanjem. Takoder je bolja topljivost loratadina odredena u binarnim sustavima
stehiometrije LOR:CD 1:2.

Stabilnost loratadina ispitana je eksperimentima u uvjetima prisilne i ubrzane razgradnje, te
u uvjetima fotoliti¢ke razgradnje. Pokazalo se da ciklodekstrini u oksidativnim uvjetima pri
povisenoj temperaturi povecavaju razgradnju loratadina i uzrokuju nastanak veceg broja
razgradnih produkata, a u uvjetima ubrzane razgradnje nemaju znac¢ajan utjecaj na stabilnost
loratadina. Sam loratadin je fotostabilan, a jedino u prisutnosti RM-B-CD dolazi do veoma male
razgradnje i nastanka jednog razgradnog produkta.

Strukture razgradnih produkata loratadina predlozene su na temelju MS i MS/MS analize.
Ukupno je uoceno trinaest razgradnih produkata, od kojih je jedan ve¢ poznat (DP1), a sedam
strukturom odgovaraju predloZzenim strukturama poznatih metabolita loratadina (DP3, DP4,
DP12, DP7 — DP10). Ostali razgradni produkti su prvi puta uoceni. Medutim za to¢nu
identifikaciju njihovih struktura potrebna su daljnja istrazivanja koja ukljuc¢uju spektroskopiju
nuklearne magnetske rezonancije.

Na temelju svih rezultata prikazanih u ovom radu moze se zakljuciti da ciklodekstrini
povecavaju topljivost loratadina. Mljevenje je pogodan nacin priprave binarnih sustava
LOR:CD u ¢vrstom stanju. Ne samo da je brz, jednostavan, ekonomski isplativ i ekoloski
prihvatljiv, ve¢ je i efikasniji u odnosu na konvencionalniji naéin priprave susenjem
rasprsivanjem. Binarni sustavi stehiometrije 1:2 pokazali su bolja svojstva od sustava
stehiometrije 1:1, a posebice sustav s RM-B-CD. Stoga pripravljeni i istrazeni sustavi lijek-CD

pokazuju potencijal za razvoj novih formulacija s poboljSanim svojstvima.
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ACN - acetonitril

ATR - prigusena totalna refleksija

BCS - biofarmaceutski sustav klasifikacije lijekova
CD - ciklodekstrin

CE - kompleksacijska efikasnost

DIMEB - dimetil B-ciklodekstrin

DS - stupanj supstitucije

DSC - razlikovna pretrazna kalorimetrija

EIC - kromatogram izoliranog iona

EMEA - Europska agencija za lijekove

FDA - Americka agencija za hranu i lijekove
FT-IR - infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama
FoA - mravlja kiselina

GRAS - sigurno za primjenu

HAC - octena kiselina

HP-B-CD - 2-hidroksipropil B-ciklodekstrin

ICH - Medunarodna konferencija o uskladivanju tehnic¢kih zahtjeva za registraciju farmaceutika

za ljudsku upotrebu

ITC - izotermalna titracijska kalorimetrija
IVIVC - in vitro-in vivo korelacija

LOD - granica detekcije

LOQ - granica kvantifikacije

LOR - loratadin

M - mljevenje

MeOH - metanol

MOF - metaloorganske mreze

MS - spektrometrija masa

MS/MS - tandemna spektrometrija masa

NHsAcC - amonijev acetat
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NHsFo - amonijev formijat

NMR - spektroskopija nuklearne magnetne rezonancije

PXRD - difrakcija rendgenskog zracenja na praskastom uzorku
pm - fizicka smjesa

RDC - udio kristalne frakcije

R.1. - relativni intenzitet

RM-B-CD - nasumi¢no metilirani B-ciklodekstrin

SBE-B-CD - natrijeva sol sulfobutil eter -ciklodekstrina
SCXRD - difrakcija rendgenskog zracenja na jedini¢nom kristalu
sd - susenje rasprsivanjem

SDM - simulirani duodenalni medij

SEDDS - samoemulzificirajuéi sustavi za isporuku lijekova

SIM - simulirani crijevni medij

ss-NMR - spektroskopija nuklearne magnetne rezonancije u ¢vrstom stanju
TIC - kromatogram ukupne ionske struje

TGA - termogravimetrijska analiza

UHPLC-DAD - teku¢inska kromatografija ultravisoke djelotvornosti uz detektor s nizom dioda
WHO - Svjetska zdravstvena organizacija

a-CD - a- ciklodekstrin

B-CD - B-ciklodekstrin

v-CD - y-ciklodekstrin
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Tablica D1. Validacijski parametri metoda UV-Vis i HPLC koristenih prilikom ispitivanja

poboljSanja topljivosti LOR

UV-Vis
HPLC
voda SDM (pH 4,5) SIM (pH 6,8)
) y =0,048x-0,034 | y=0,039x-0,021 | y=0,039x-0,019 | y=43,27x-6,05
Linearnost
R?=0,9993 R? =0,9991 R? = 0,997 R? = 0,9996
Raspon / ug mL™* 5-25 2-25 2-25 0,2-20
LOD /pg mL™* 0,67 0,45 0,55 0,019
LOQ /pg mL™? 2,02 1,36 1,67 0,057
Toc¢nost / % 99,55 — 99,69 104,82 — 109,27 93,63 - 100,22 97,79 - 107,95
Preciznost RSD <3,43 RSD < 0,99 RSD <420 RSD <0,8
Preciznost
] RSD < 1,45 RSD<0,13 RSD <£0,26 RSD <£0,22
instrumenta
Medupreciznost RSD <1,39 RSD <4,43 RSD <391 RSD <3,40

35 % MeOH

40 % MeOH

45 % MeOH

246 nm

247 nm

248 nm

Slika D1. Robusnost spektrofotometrijske metode odredivanja loratadina: a) utjecaj sastava

otapala; b) utjecaj valne duljine

Marijana Pocrnié¢

Doktorska disertacija




§ 8. Dodatak

XVi

a)

Povrsina

09 1,0 1.1

protok / mL min™'

z
(2]
~

Povrsina
Povrsina

40 45
temperatura kolone / °C

8 80

sastav MF A/ %

35 82

Slika D2. Robusnost kromatografske metode odredivanja loratadina: a) utjecaj protoka; b)

utjecaj temperature kolone; c) utjecaj sastava mobilne faze

a) LOR 20 ug mL '

CD 200 pug mL™’

LOR 20 ugmL "
CD 200 ug mL"*

0o——
200 220 240 260 280 300 320 200 220 240 260 280 300 320
Alnm Alnm

c) 3, LOR 20 ug mL "’
€D 200 pg mL"’ LOR
B-CD
21 ~ HP-p-CD
RM-B-CD
< SBE-B-CD
1 ~ LOR+B-CD
LOR+HP-B-CD
LOR+RM-B-CD
o ~ LOR+SBE-p-CD
200 220 240 260 280 300 320
Al nm

Slika D3. Utjecaj B-CD i njegovih derivata na UV-Vis spektar LOR u vodi (a), simuliranom

duodenalnom mediju (b)

i simuliranom intestinalnom mediju; y(LOR) = 20 ug mL%; y(CD) =
200 pg mL*
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Tablica D2. Izracunate i izmjerene vrijednosti m/z iz MS spektra otopine SBE-B-CD (c = 4,4
x107° mol L), otapalo MeOH:voda 1:1

DS lon Izmjereni m/z Izra¢unati m/z Pogreska / ppm
[M-2H]* 838,2173 838,2164 1,07
[M-3H]* 558,4777 558,4752 4,48
4 [M-4H]* 418,6089 418,6046 10,27
[M-3H+Na]* 849,2063 849,2068 -0,59
[M-4H+Na]* 565,8049 565,8020 5,13
[M-4H+2Na]* 860,1977 860,1978 -0,12
[M-2H]* 906,2273 906,2261 1,32
[M-3H]* 603,8177 603,815 4,47
[M-4H]* 452,6143 452,6094 10,83
5 [M-3H+Na]* 917,2168 917,2165 0,33
[M-4H+Na]* 611,1440 611,1418 3,6
[M-4H+2Na]* 928,2059 928,2075 -1,72
[M-5H+3Na]* 939,1965 939,1985 -2,13
[M-2H]* 974,2351 974,2359 -0,82
[M-3H]* 649,1572 649,1548 3,7
[M-4H]* 486,6185 486,6143 8,63
[M-3H+Na]* 985,2269 985,2262 0,71
6 [M-4H+Na]* 656,4850 656,4816 518
[M-5H+Na]* 492,1139 492,1092 9,55
[M-4H+2Na]* 996,2164 996,2172 -0,80
[M-5H+3Na]* 1007,2069 1007,2082 -1,29
[M-6H+4Na]* 1018,1990 1018,1992 -0,20
[M-2H]* 1042,2465 1042,2456 0,86
[M-3H]* 694,4962 694,4946 2,30
[M-4H]* 520,6237 520,6191 8,84
7 [M-3H+Na]* 1053,2349 1053,2360 -1,04
[M-5H+Na]* 526,1187 526,1141 8,74
[M-4H+2Na]* 1064,2288 1064,2269 1,79
[M-5H+3Na]* 1075,2164 1075,2179 -1,40
[M-6H+4Na]* 1086,2021 1086,2089 -6,26
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Tablica D3. Izracunate i izmjerene vrijednosti m/z iz MS spektra otopine LOR:SBE-3-CD,

¢(LOR) = 2,2x10* mol L%, ¢(SBE-B-CD) = 1,1x10 mol L, otapalo MeOH:voda 1:1

DS lon Izmjereni m/z Izra¢unati m/z Error/ ppm
[M+H]* 1609,3764 1609,3811 -2,92
3 [M+Na]* 1631,3562 1631,3631 -4,23
[M-Na+2H]" 1587,3980 1587,3992 -0,76
[M-2Na+3H]" 1565,4137 1565,4172 -2,24
[M+H]* 1767,3806 1767,3825 -1,08
[M+2H]* 884,1952 884,1949 0,34
4 [M+2Na]** 906,1775 906,1768 0,77
[M-Na+2H]" 1745,3924 1745,4005 -4,64
[M-2Na+3H]* 1723,4139 1723,4186 -2,73
[M-3Na+4H]* 1701,4324 1701,4366 -2,47
[M+2H]2* 963,1954 963,1956 -0,21
[M-Na+2H]" 1903,4025 1903,4019 0,32
[M-2Na+3H]" 1881,4156 1881,4199 -2,29
5 [M-3Na+4H]* 1859,4337 1859,4380 -2,31
[M-4Na+5H]" 1837,4492 1837,4561 -3,76
[M-Na+2H]?* 952,2045 952,2046 -0,11
[M-2Na+3H]** 941,2135 941,2136 -0,11
[M-3Na+4H]** 930,2235 930,2226 0,97
[M+2H]? 1042,1932 1042,1962 -2,88
[M+2Na]?** 1064,1737 1064,1782 -4,23
[M-2Na+3H]* 2039,4192 2039,4213 -1,03
[M-3Na+4H]" 2017,4388 2017,4394 -0,30
6 [M-4Na+5H]" 1995,4487 1995,4574 -4,36
[M-5Na+6H]* 1973,4670 1973,4755 -4,31
[M-Na+2H]** 1031,2047 1031,2053 -0,58
[M-2Na+3H]** 1020,2143 1020,2143 0,00
[M-3Na+4H]** 1009,2241 1009,2233 0,79
[M-4Na+5H]?* 998,2330 998,2323 0,70
[M+2H]? 1121,1989 1121,1969 1,78
[M+2Na]?** 1143,1834 1143,1789 3,94
[M-Na+2H]* 2219,4079 2219,4046 1,49
[M-2Na+3H]* 2197,4218 2197,4227 -0,41
[M-3Na+4H]" 2175,4353 2175,4407 -2,48
7 [M-4Na+5H]" 2153,4506 2153,4588 -3,81
[M-5Na+6H]" 2131,4712 2131,4768 -2,63
[M-Na+2H]?* 1110,2077 1110,2059 1,62
[M-2Na+3H]** 1099,2159 1099,2150 0,82
[M-3Na+4H]** 1088,2222 1088,2240 -1,65
[M-4Na+5H]?* 1077,2333 1077,2330 0,28
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Tablica D4. Temperatura pocetka signala taljenja (t1) 1 maksimuma taljenja (t2), entalpije
taljenja (AH) 1 udjeli kristalne frakcije loratadina (RDC) u uzorku smjese LOR:HP-B-CD

stehiometrijskog omjera 1:1 mljevenog 60 min pri 15 Hz, ukupna masa uzorka 2,5 ¢

t/°C t/°C AH/Jg? RDC /%
LOR 133,56 134,82 80,535 100
Fizicka smjesa 133,43 134,86 80,861 100,03
10 min 132,41 134,48 68,106 84,57
20 min 130,89 134,09 62,843 78,03
30 min 129,21 133,72 64,745 80,39
40 min 128,7 132,83 61,833 76,78
50 min 128,18 132,37 60,162 74,70
60 min 127,83 132,03 53,602 66,56

Tablica D5. Temperatura pocetka signala taljenja (t1) i maksimuma taljenja (t2), entalpije
taljenja (AH) i udjeli kristalne frakcije loratadina (RDC) u uzorku smjese LOR:HP-B-CD

stehiometrijskog omjera 1:1 mljevenog 50 min pri 15 Hz, ukupna masa uzorka 1 g

t1/°C t2/°C AH/Jg? RDC /%
LOR 133,56 134,82 80,535 100
Fizicka smjesa 133,43 134,86 80,861 100,03
10 min 129,55 134,17 56,753 70,47
20 min 128,44 132,25 52,525 65,22
30 min 127,33 131,65 50,463 62,66
40 min 126,38 131,03 41,382 51,38
50 min 125,63 130,74 31,192 38,73

Tablica D6. Temperatura pocetka signala taljenja (t1) i maksimuma taljenja (t2), entalpije
taljenja (AH) i udjeli kristalne frakcije loratadina (RDC) u uzorku smjese LOR:HP-B-CD

stehiometrijskog omjera 1:1 mljevenog 60 min pri 25 Hz, ukupna masa uzorka 1 g

t1/°C to/°C AH/Jg? RDC /%
LOR 133,56 134,82 80,535 100
Fizicka smjesa 133,43 134,86 80,861 100,03
10 min 125,97 130,92 43,186 53,62
20 min 124,54 129,96 17,437 21,65
30 min 123,32 129,38 5,685 7,06
40 min 0 0 0 0
50 min 0 0 0 0
60 min 0 0 0 0
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Tablica D7. Temperatura pocetka signala taljenja (t1) 1 maksimuma taljenja (t2), entalpije
taljenja (AH) 1 udjeli kristalne frakcije loratadina (RDC) u uzorku smjese LOR:HP-B-CD

stehiometrijskog omjera 1:2 mljevenog 60 min pri 25 Hz, ukupna masa uzorka 1 ¢

t1/°C to/°C AH/Jg? RDC /%
LOR 133,56 134,82 80,535 100
FiziCka smjesa 133,42 134,89 76,888 95,47
10 min 126,27 130,80 20,121 24,98
20 min 122,83 129,80 3,599 4,47
30 min 0 0 0 0
40 min 0 0 0 0
50 min 0 0 0 0
60 min 0 0 0 0
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Slika D4. DSC krivulje (a), ATR FT-IR spektri (b) i difraktogrami (c) netretiranog (LOR) i

mljevenog (LORm) loratadina
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Tablica D8. Temperatura pocetka signala taljenja (t1) 1 maksimuma taljenja (t2), entalpije
taljenja (AHnorm) 1 udjeli kristalne frakcije loratadina (RDC) u uzorku smjese LOR:B-CD

stehiometrijskog omjera 1:1 mljevenog 60 min pri 25 Hz, ukupna masa uzorka 1 ¢

t1/°C t2/°C AHnorm / J g! RDC /%
LOR 133,56 134,82 80,535 100
Fizicka smjesa 133,59 134,94 88,524 109,92
10 min 127,62 131,62 34,911 43,35
20 min 126,7 130,72 12,976 16,11
30 min 121,85 130,18 5,246 6,51
40 min 131,28 130,27 0,401 0,5
50 min 0 0 0 0
60 min 0 0 0 0

Tablica D9. Temperatura pocetka signala taljenja (t1) i maksimuma taljenja (t2), entalpije

taljenja (AHnorm) 1 udjeli kristalne frakcije loratadina (RDC) u uzorku smjese LOR:B-CD

stehiometrijskog omjera 1:2 mljevenog 60 min pri 25 Hz, ukupna masa uzorka 1 ¢

t1/°C t2/°C AHnorm / J g! RDC /%
LOR 133,56 134,82 80,535 100
Fizicka smjesa 133,74 135,06 113,050 140,37
10 min 125,05 131,01 19,342 24,02
20 min 124,27 129,63 8,092 10,05
30 min 123,61 128,57 1,536 1,91
40 min 0 0 0 0
50 min 0 0 0 0
60 min 0 0 0 0

Tablica D10. Temperatura pocetka signala taljenja (t1) i maksimuma taljenja (t2), entalpije
taljenja (AHnorm) i udjeli kristalne frakcije loratadina (RDC) u uzorku smjese LOR:RM-3-CD

stehiometrijskog omjera 1:1 mljevenog 60 min pri 25 Hz, ukupna masa uzorka 1 ¢

t1/°C t2/°C AHnorm / J ¢! RDC /%
LOR 133,56 134,82 80,535 100
Fizicka smjesa 132,63 134,71 89,858 111,58

10 min 115,56 122,28 2,664 3,31
20 min 0 0 0 0
30 min 0 0 0 0
40 min 0 0 0 0
50 min 0 0 0 0
60 min 0 0 0 0
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Tablica D11. Temperatura pocetka signala taljenja (t1) 1 maksimuma taljenja (t2), entalpije
taljenja (AHnorm) 1 udjeli kristalne frakcije loratadina (RDC) u uzorku smjese LOR:RM-3-CD

stehiometrijskog omjera 1:2 mljevenog 60 min pri 25 Hz, ukupna masa uzorka 1 ¢

t1/°C t2/°C AHnorm / J ! RDC /%
LOR 133,56 134,82 80,535 100
FiziCka smjesa 132,03 134,53 59,824 74,28
10 min 0 0 0 0
20 min 0 0 0 0
30 min 0 0 0 0
40 min 0 0 0 0
50 min 0 0 0 0
60 min 0 0 0 0

Tablica D12. Temperatura pocetka signala taljenja (t1) 1 maksimuma taljenja (t2), entalpije
taljenja (AHnorm) 1 udjeli kristalne frakcije loratadina (RDC) u uzorku smjese LOR:SBE-3-CD

stehiometrijskog omjera 1:1 mljevenog 60 min pri 25 Hz, ukupna masa uzorka 1 ¢

t1/°C t2/°C AHnorm / J g! RDC /%
LOR 133,56 134,82 80,535 100

Fizicka smjesa 133,5 134,83 67,613 83,96
10 min 127,07 131,48 36,389 45,18
20 min 120,89 130,21 17,166 21,31
30 min 119,5 130,82 12,648 15,70
40 min 124,49 131,61 4,149 5,15
50 min 126,28 131,45 1,855 2,30
60 min 0 0 0 0

Tablica D13. Temperatura pocetka signala taljenja (t1) i maksimuma taljenja (t2), entalpije
taljenja (AHnorm) i udjeli kristalne frakcije loratadina (RDC) u uzorku smjese LOR:SBE-3-CD

stehiometrijskog omjera 1:2 mljevenog 60 min pri 25 Hz, ukupna masa uzorka 1 g

t1/°C t2/°C AHnorm / J ¢! RDC /%
LOR 133,56 134,82 80,535 100
Fizicka smjesa 133,46 134,73 54,575 67,77
10 min 121,76 130,23 20,763 25,78
20 min 127,89 127,91 2,660 3,30
30 min 0 0 0 0
40 min 0 0 0 0
50 min 0 0 0 0
60 min 0 0 0 0
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Tablica D14. Temperatura pocetka signala taljenja (t1) 1 maksimuma taljenja (t2), entalpije

taljenja (AHnorm) 1 udjeli kristalne frakcije loratadina (RDC) u binarnim sustavima LOR:CD

stehiometrijskih omjera 1:1 1 1:2 pripremljenih suSenjem rasprSivanjem.

t1/°C t2/°C AHnorm /' J g_l RDC /%

LOR:B-CD 1:1 121,64 129,26 8,501 10,56

LOR:B-CD 1:2 0 0 0 0
LOR:HP--CD 1:1 125,38 129,41 8,681 10,78
LOR:HP-B-CD 1.2 0 0 0 0
LOR:RM-B-CD 1:1 0 0 0 0
LOR:RM-B-CD 1:2 0 0 0 0
LOR:SBE-B-CD 1:1 127,14 130,66 7,141 8,87
LOR:SBE-B-CD 1:2 127,79 130,98 20,113 24,97
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Tablica D15. Asignacija karakteristiénih IR vrpci LOR u binarnim sustavima LOR:CD pripremljenih suSenjem rasprsivanjem (sd) i u

uzorcima fizickih smjesa (pm) binarnih sustava LOR:CD u stehiometrijskim omjerima 1:1 1 1:2.

. .. LOR:B-CD LOR:HP-g-CD
Asignacija LOR 1:1 pm 1:1sd 1:2 pm 1:2sd 1:1 pm 1:1sd 1:2 pm 1:2sd
v(C=0) 1702 1700 1697 1699 1697 1702 1696 1700 1697
v(C=0) - - 1677 - 1669 - 1676 - 1676
v(C=N) 1648 1647 1654 1647 1652 1651 1653 1650 1654
v(C=C) 1473 1472 1473 1472 1471 1473 1473 1470 1471
v(C=C) 1433 1432 1437 1432 1438 1436 1435 1432 1438
v(C-0) 1223 1222 1232 1223 1236 1224 1232 1223 1235
. . LOR:RM-B-CD LOR:SBE-p-CD
Asignacija LOR 1:1 pm 1:1sd 1:2 pm 1:2 sd 1:1 pm 1:1sd 1:2 pm 1:2 sd
v(C=0) 1702 1700 1694 1700 1697 1699 1693 1700 1697
v(C=0) - - 1679 - 1681 - 1674 - 1669
v(C=N) 1648 1649 1653 1650 1652 1649 1652 1649 1651
v(C=C) 1473 1471 1472 1470 1471 1472 1476 1473 1473
v(C=C) 1433 1433 1435 1433 1440 1432 1434 1433 1434
v(C-0) 1223 1222 1229 1221 1229 - - 1220 -
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Tablica D16. Analiticki povrat za binarne sustave LOR:CD 1:1 i 1:2 pripremljene susenjem

rasprsivanjem
m(LOR+CD) / g | m(prikupljeni uzorak) / g | Analiti¢ki povrat/ %

LOR:B-CD 1:1 2,5 1,34 53,6

LOR:B-CD 1:2 2,5 1,44 57,6
LOR:HP-B-CD 1:1 2,5 1,42 56,8
LOR:HP-B-CD 1:2 2,5 1,48 59,2
LOR:RM-B-CD 1:1 2,5 1,34 53,6
LOR:RM-B-CD 1:2 2,5 1,22 48,8
LOR:SBE-B-CD 1:1 2,5 1,60 64
LOR:SBE-B-CD 1:2 2,50 1,55 62

Tablica D17. Validacija metode tekucinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti uz
detektor s nizom dioda za odredivanje LOR u prisutnosti razgradnih produkata na koloni
Zorbax Eclipse Plus C18

Zadovoljava
Parametri validacije Kriterij prihvatljivosti Rezultat kriterije
DA/NE
Linearnost
Koeficijent korelacije | r> 0,995 0,9988 DA
Preciznost

RSD <5 %
Preciznost injektiranja | »(LOR)=10,0 ug mL™* 0,07 % DA
(vrijeme zadrzavanja) »(LOR) = 30,8 ug mL™* 0,05 % DA
»(LOR) = 50,1 pg mL! 0,04 % DA

RSD <5 %
Preciznost injektiranja »(LOR) = 10,0 ug mL*! 0,36 % DA
(povrsina) »(LOR) = 30,8 ug mL™* 0,20 % DA
»(LOR) = 50,1 pg mL! 0,56 % DA

RSD <5 %
. »(LOR) = 10,0 ug mL™* 3,70 % DA
Ponovljivost metode NLOR) =308 ng mL® 220% DA
»(LOR) = 50,1 pg mL! 3,96 % DA

RSD <5 %
Medupreciznost »(LOR) = 10,0 ug mL™? 1,59 % DA
»(LOR) = 30,8 ug mL* 4,54 % DA
»(LOR) = 50,1 ug mL™* 3,33 % DA
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Tablica D17. (Nastavak)

Zadovoljava
Parametri validacije Kriterij prihvatljivosti | Rezultat kriterije
DA/NE
Tocnost
90 -110 %
IskoriStenje »(LOR) = 10,0 pg ij (103,01 + 2,50) % DA
»(LOR) = 30,8 pg mL (96,81 + 3,92) % DA
»LOR)=50,1 ngmL™? | (97,11 +3,87) % DA
Specifitnost/selektivnost Metoda _mora bIFI u stanju_detektlratl analit u DA
prisutnosti razgradnih produkata
Radno podrudje informacija (5-50) pg mL?
Granica detekcije informacija (0,61 +0,06) pg mL*
Granica kvantifikacije informacija (1,86 +0,19) pg mL?
a) b)

0,18 0,20 0,22

protok / mL min"’ temperatura kolone / °C

c)

I vrijeme zadrZavanja / min

I povréina

93 95 97
sastav MF A/ %

Slika D5. Ispitivanje robusnosti metode UHPLC-DAD za odredivanje LOR u prisutnosti
razgradnih produkata; utjecaj malih promjena protoka (a), temperature kolone (b) i po¢etnog

sastava mobilne faze (c) na vrijeme zadrzavanja i povrsinu kromatografskog pika LOR
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Slika D6. Selektivnost metode UHPLC-DAD za odredivanje LOR u prisutnosti razgradnih
produkata; razgradnja LOR u prisutnosti NaOH (a) i H20- (b) pri 80 °C, nakon 8 h razgradnje
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Tablica D18. Pikovi uoceni u kromatogramima uzoraka LOR i LOR:CD pripremljenih mljevenjem nakon 8 sati razgradnje pri hidroliti¢kim

I oksidativnim uvjetima, na sobnoj temperaturi i pri 80 °C

Uzorak HCI NaOH H,0,
sobna 80 °C sobna 80 °C sobna 80 °C
LOR LOR LOR, DP1 LOR, DP1, DP2 LOR, DP5 LOR, DP5
LOR, DP3-DPS,
LOI}‘E'CD LOR LOR, DP1 LOR, DP1 LOR, DP1, DP2 LOR, DP5 DP8, DP10, DP12,
: DP13
LOR, DP3, DPS,
LOl}_g'CD LOR LOR, DP1 LOR, DP1 LOR, DP1, DP2 LOR, DP5 DP10, DP12,
: DP13
LOR:HP-p-CD LOR, DP3-DPS,
11 LOR LOR, DP1 LOR, DP1 LOR, DP1, DP2 LOR, DP5 DPS.DP13
LOR:T_Z'B'CD LOR LOR LOR, DP1 LOR, DP1, DP2 LOR, DP5 LOR, DP5, DP9
LOR:RM-$-CD LOR, DP3-DP5,
11 LOR LOR, DP1 LOR, DP1 LOR, DP1, DP2 LOR, DP5 DP8_DP10, DP13
LOR:F;'_\S'["CD LOR LOR, DP1 LOR LOR, DP1, DP2 LOR, DP5 LOR’[?;% DPS,
LOR:SlE?lE'B'CD LOR LOR LOR LOR, DP1, DP2 LOR, DP5 LOR, DP3, DP5
LOR:SEZE'“'CD LOR LOR LOR LOR, DP1, DP2 LOR, DP5 LOR, DP8, DP9
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Slika D7. ESI(+) MS spektri razgradnih produkata LOR nastalih nakon osam sati oksidativne razgradnje uzorka LOR:HP-3-CD 1:1 uz

zagrijavanje: DP3 (a), DP4 (b), DP5 (c), DP6 (d), DP7 (&), DP8 (f), DP9 (g), DP10 (h), DP11 (i), DP12 (j) i DP13 ()
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Tablica D19. Izmjerene vrijednosti m/z, relativni intenziteti (RI) i asignacija signala iz MS/MS

spektra iona [M + H]" loratadina (m/z 383,1545). ESI(+) ionizacija, kolizijske energije 10 V,

20Vi30Vv
LOR m/z 383,1545 tr 8,5 min
10V 20V 0V m/z teor Asignacija
m/z R.I. m/z R.I. m/z R.I. '
383,1543 | 100 | 383,1539 | 100 | 383,1526 | 15,70 | 383,1521 | [C22H23CIN2O2 + H]*
- - - - 339,1621 | 2,55 - -
337,1107 | 2,40 | 337,1121 | 53,22 | 337,1122 | 100 | 337,1108 [C20H18CIN2OT*
- - - - 322,0867 | 1,84 - -
- - - - 302,1408 | 1,57 - -
- - 1294,1043 | 1,96 | 294,1047 | 17,41 | 294,1050 [C1oH17CINT?
- - - - 292,0885 | 1,41 - -
- - | 282,1045 1 282,1045 | 7,318 | 282,1050 [C18H17CINT*
- - - - 281,0969 | 12,89 - -
- - - - 280,0888 | 3,42 | 280,0893 [C18H1sCINT*
- - - - 279,0806 | 2,78 - -
- - | 267,0809 | 1,52 | 267,0815 | 29,92 | 267,0815 [C17H14CIN] *
- - 266,0728 | 3,00 - -
- - | 259,1357 | 1,37 | 259,136 | 18,63 | 259,1361 [C1oH17CINT™*
- - - - 258,1272 | 3,09 - -
- - - - 253,0649 | 1,02 - -
- - - - 229,0647 | 1,01 - -
- - - - 228,0567 | 1,07 | 228,0580 [C14aH1:CINT*
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Tablica D20. Izmjerene vrijednosti m/z, relativni intenziteti (RI) i asignacija signala iz MS/MS
spektara iona [M + H]" razgradnog produkta DP1 (m/z 311,1328). ESI(+) ionizacija, kolizijske
energije 10 V,20 Vi 30 V

DP1 m/z 311,1328 tr 5,6 min
10V 20V 30V
m/z R.I. m/z R.I. m/z R.I.
311,1324 | 100 | 311,1315 | 23,52 - - 311,1310 | [C19H19CIN2 + H]*
294,1046 | 6,07 | 294,1053 | 54,35 | 294,1049 | 21,78 | 294,1050 [C19H17CIN]?
- - - 292,0888 | 4,07 -
282,1042 | 1,9 |282,1050 | 29,27 | 282,105 | 21,77 | 282,1050 [C1gH17CINT?
- - - 281,0965 | 1,92 - -
- - 280,0886 | 1,02 | 280,0888 | 4,19 | 280,0893 [C18H1sCINT*
- - 279,0809 | 3,62 | 279,0812 | 13,45 - -
- - 267,0807 | 1,5 | 267,0812 | 11,44 | 267,0815 [C17H14CIN] "
- - - 266,0729 | 2,15 - -
259,1360 | 13,87 | 259,1374 | 100 | 259,1368 | 100 | 259,1361 [C19H17CINT™"
- - 258,1278 | 5,57 | 258,1280 | 20,34 - -
- - - - 253,0651 | 2,07 - -
- - - - 247,1350 | 1,4 - -
- - - - 2441118 | 1,76 - -
- - - - 243,1040 | 2,09 - -

m/z teor. Asignacija
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Tablica D21. 1zmjerene vrijednosti m/z, relativni intenziteti (RI) i asignacija signala iz MS/MS

spektara iona [M + H]" razgradnog produkta DP2 (m/z 369,1364). ESI(+) ionizacija, kolizijske
energije 10 V,20 Vi 30 V

DP2 m/z 369,1377 tr 7,9 min

10V

20V

30V

m/z

R.l.

m/z

R.1.

m/z

R.1.

m/z teor.

Asignacija

369,1388

100

369,1378

100

369,1360

11,95

369,1364

[C21H21CIN2O; + H]*

337,1100

1,73

337,1110

59,72

337,1110

100

337,1108

[C20H18CIN20]*

322,0857

1,59

302,1408

1,75

294,1041

1,9

294,1041

12,31

294,1050

[C1oH1CINT*

292,0880

1,61

282,1043

5,02

282,1050

281,0964

13,65

[C1gH17CIN]*

280,0885

4,16

280,0893

[C1gH1sCIN]Y

279,0807

2,71

267,0808

267,0812

31,11

267,0815

[C17H14CIN] **

266,0729

3,42

259,1355

12,59

259,1361

258,1274

2,84

[C1oH17CINT™"

253,0650

1,43

229,0647

1,26

228,0577

1,02

228,0580

[CLaHuCINT

140,0697

1,3

88,0388

1,13
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Tablica D22. 1zmjerene vrijednosti m/z, relativni intenziteti (RI) i asignacija signala iz MS/MS

spektara iona [M + H]" razgradnog produkta DP3 (m/z 399,1470). ESI(+) ionizacija, kolizijske
energije 10 V,20 Vi 30 V

DP3 m/z 399,1484 tr 8,6 min

10V

20V

30V

m/z

R.1

m/z

R.1.

m/z

R.1.

m/z teor.

Asignacija

399,1483

100

399,1473

9,41

399,1492

1,46

399,1470

[C22H23CIN2O3 + H]*

381,1376

70,93

381,1374

100

381,1361

35,96

381,1364

[C22H21CIN2O; + H]*

369,1360

1,81

369,1350

1,78

353,1055

26,88

353,1052

55,57

353,1051

352,0978

3,72

353,1057

[C20H18CIN2O2]"

346,1663

2,25

335,0942

5,44

335,0942

17,86

335,0951

[C20H16CIN20OT*

310,0989

2,32

310,0989

6,03

310,0999

[C1oH17,CINO]*

309,1148

2,8

309,1150

18,43

309,1153

[C19H17CIN2 + H]*

308,1070

2,89

307,0990

4,24

300,1254

3,72

298,0985

2,3

292,0882

9,75

292,0887

69,96

292,0893

281,0923

1,25

[C19H15CIN]Y

280,0887

7,78

280,0889

100

280,0893

[C1gH1sCIN]*

279,0805

1,12

279,0805

25,48

278,0734

5,12

277,0659

3,77

267,0808

9,45

267,0815

266,0728

11,65

[C17H14CIN] **

257,1191

257,1194

30,53

257,1204

[CigH15N] "

256,1108

5,37

256,0880

4,86

255,0809

255,0809

70,82

254,0732

254,0731

13,26

245,1198

245,1199

27,66

245,0590

1,94

244,1120

244,1119

27,42

244,0515

3,81

243,1047

1,98

242,0723

242,0730

27,21

231,1018

2,52

229,0652

2,87

228,0574

8,2

228,0580

219,1042

2,86

[C14H11CIN]?

154,0866

2,92

126,0547

1,86

80,0494

1,82
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Tablica D23. 1zmjerene vrijednosti m/z, relativni intenziteti (RI) i asignacija signala iz MS/MS
spektara iona [M + H]" razgradnog produkta DP4 (m/z 399,1470). ESI(+) ionizacija, kolizijske

energije 10 V,20 Vi 30 V

DP4 m/z 399,1482 tr 7,02 min

10V

20V

30V

m/z R.I.

m/z

R.1.

m/z

R.1.

m/z teor.

Asignacija

399,1485 | 100

399,1475

47,89

399,1462

4,46

399,1470

[C22H23CIN2O3 + H]*

381,1366 | 9,19

381,1376

100

381,1367

100

381,1364

[C22H21CIN2O; + H]*

353,1047

4,4

353,1048

30,12

353,1057

[C20H18CIN20,]*

352,0975

1,25

335,0943

9,19

335,0951

[C20H16CIN2O]*

310,0983

310,0988

15,25

310,0999

[C1oH1,CINO]*

309,1146

309,1150

20,34

309,1153

[C19H17CIN; + H]*

307,0987

2,4

300,1260

1,3

298,0983

4,08

296,0832

2,08

292,0888

60,75

292,0893

[C19H15CINTY

292,0879

282,1044

7,07

282,1050

[C18H17CINT*

281,0981

1,19

280,0882

280,0891

23,62

280,0893

[C1sH1CINT

279,0803

6,86

278,0710

1,3

277,0652

1,49

275,1287

2,03

267,0806

5,03

267,0815

266,0727

4,68

[C17H14CIN] **

257,1194

8,78

257,1204

[CigH15N] "

256,1116

1,41

256,0522

7,27

245,1192

5,65

244,1114

4,86

231,1035

1,8

230,0730

1,18

229,0646

10,03

228,0571

228,0575

25,37

214,0397

2,56

154,0857

1,04

152,0701

1,96

108,0805

2,28

80,0495

4,64
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Tablica D24. 1zmjerene vrijednosti m/z, relativni intenziteti (RI) i asignacija signala iz MS/MS

spektara iona [M + H]" razgradnog produkta DP5 (m/z 381,1364). ESI(+) ionizacija, kolizijske
energije 10 V,20 Vi 30 V

DP5 m/z 381,1374 tr 8,9 min

10V

20V

30V

m/z

m/z

R.I.

m/z

R.1.

m/z teor.

Asignacija

381,1385

381,1385

100

381,1365

39,97

381,1364

[C22H21CIN2O; + H]*

353,1058

6,02

353,1053

15,69

353,1057

[C20H17CIN2O; +H]"

352,0983

1,95

346,1684

1,07

335,0944

2,6

335,0948

15,71

335,0951

[C20H16CIN2O]*

309,1153

3,62

309,1155

36,67

309,1153

[C19H17CIN; + H]*

308,1079

2

307,0994

5,34

300,1259

2,42

292,0890

292,0893

100

292,0893

[C1oH1CINT

290,0716

1,63

280,0892

71,46

280,0886

279,0804

18,85

280,0893

[C1gH1sCIN]*

278,0730

3,25

277,0655

3,25

274,1455

1,63

267,0807

5,65

267,0815

[C17H14CIN] **

266,0730

11,95

258,1279

1,08

257,1193

257,1198

27,68

257,1204

256,1113

519

[CigH15N] "

245,1197

18,92

244,1120

12,65

243,1045

1,14

231,1037

6,31

230,0726

191

229,0646

229,0650

21,14

228,0575

228,0576

58,47

214,0415

9,24

193,0882

2,98

192,0800

1,51

152,0704

1,67

108,0805

3,76

80,0495

12,53

56,0495

1,25
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Tablica D 25. 1zmjerene vrijednosti m/z, relativni intenziteti (RI) i asignacija signala iz MS/MS
spektara iona [M + H]" razgradnog produkta DP6 (m/z 381,1364). ESI(+) ionizacija, kolizijske

energije 10 V,20 Vi 30 V

DP6 m/z 381,1376 tr 9,2 min

10V

20V

30V

m/z

m/z

R.I.

m/z

R.1.

m/z teor.

Asignacija

381,1379

381,1376

100

381,1362

34,11

381,1364

[C22H21CIN2O; + H]*

353,1052

4,58

353,1053

18,12

353,1057

[C20H18CIN2O7 + H]*

352,0973

3,07

335,0947

2,1

335,0945

17,37

335,0951

[C20H16CIN20OT*

309,1144

3,38

309,1151

38

309,1153

[C19H17CIN; + H]*

308,1075

3,04

307,0993

5,65

306,0696

1,12

300,1259

2,13

292,0890

292,0888

100

292,0893

[C1oH1CINT

290,0714

2,24

282,1028

1,07

281,0945

111

280,0883

280,0890

80,27

280,0893

279,0806

23,59

[C1gH1sCIN]?

278,0732

3,8

277,0643

4,91

274,1453

2,05

273,1387

1,28

267,0809

7,84

267,0815

266,0731

14,26

[C17H14CIN] **

258,1285

1,2

257,1192

257,1193

29,64

257,1204

[CioH1sN] ™"

256,1117

6,2

253,0647

1,35

245,1196

21,73

244,1118

14,7

243,1028

1,12

231,1037

7,84

230,0728

2,5

229,0643

229,0645

27,11

228,0573

228,0574

64,58

228,0580

214,0411

12,67

193,0879

4,09

192,0799

1,95

152,0701

2,14

124,0381

1,2

108,0803

3,45

80,0494

15,5
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Tablica D 26. 1zmjerene vrijednosti m/z, relativni intenziteti (RI) i asignacija signala iz MS/MS

spektara iona [M + H]" razgradnog produkta DP7 (m/z 399,1470). ESI(+) ionizacija, kolizijske
energije 10 V,20 Vi 30 V

DP7 m/z 399,1478 tr 7,2 min

10V 20V 0V m/z teor Asignacija
m/z R.I. m/z R.I. m/z R.I. '
399,1478 | 100 | 399,1476 | 100 | 399,1467 | 17,25 | 399,1470 | [C22H23CIN2Os + H]*
- - 1381,1344 | 2,41 | 381,1353 | 1,23 - -
- - - - 355,1568 | 2,32 - -
353,1045 | 1,66 | 353,1049 | 33,06 | 353,1055 | 100 | 353,1057 [C20H18CIN20O2]"
- - - - 338,0824 2 - -
- - 1310,0985| 1,6 | 310,0996 | 14,88 | 310,0999 [C19H17CINO]"
- - - - 298,0993 | 6,45 | 298,0999 [C1gH17CINOT"
- - - - 297,0914 | 6,51 - -
- - - - 296,0841 | 2,56 | 296,0842 [C1gH1sCINOT"
- - - - 295,0759 | 2,14 - -
- - - - 292,0890 | 1,53 - -
- - | 283,0763 | 1,25 | 283,0753 | 20,69 | 283,0764 [C17H14CINO] ™"
- - - - 282,0677 | 2,45 - -
- - - - 275,1303 | 10,1 | 275,1310 [C19H17NO] ™
- - - - 274,1214 | 2,52 - -
- - - - 246,1286 | 1,88 - -
- - - - 244,0522 | 1,29 | 244,0529 [C14H1:CINO]T*
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Tablica D 27. 1zmjerene vrijednosti m/z, relativni intenziteti (RI) i asignacija signala iz MS/MS
spektara iona [M + H]" razgradnog produkta DP8 (m/z 399,1470). ESI(+) ionizacija, kolizijske
energije 10 V,20 Vi 30 V

DP8 m/z 399,1486 tr 7,6 min
10V 20V 30V

m/z R.I. m/z R.I. m/z R.I.
399,1477 | 100 | 399,1472 | 100 | 399,1466 | 15,08 | 399,1470 | [C22H23CIN2Os + H]*
381,1353 | 1,32 | 381,1367 | 4,22 -
- - - 355,1564 | 2,7 - -
353,1052 | 1,48 | 353,1053 | 39,86 | 353,1055 | 100 | 353,1057 [C20H18CIN20O2]"

- - - - 338,0799 | 1,38 - -

m/z teor. Asignacija

- - | 3181351 1,22 - -
- - |310,0999 | 1,74 |310,0989 | 15,48 | 310,0999 | [CieH:17CINOJ*
- - - - | 308,1833 | 1,61 - -
- - - - | 298,0991 | 5,97 | 298,0999 | [CisHi7CINOJ*
- - - - | 297,0900 | 8,08 - -
- - - - | 296,0824 | 2,74 | 296,0842 | [CisHisCINOJ*
- - | 2950771 361 - -
- - | 283,0759 | 1,44 | 283,0750 | 17,16 | 283,0764 | [C17HuCINO] "~
- - | 282,0673 | 2,03 - -

- - | 275,1292 | 1,03 | 275,1300 | 11,52 | 275,1310 |  [C1oHyNO] "~

- ; - - | 2741221 3,44 - -
- - - - | 257,1209 | 1,08 | 257,1204 [CioH1sN]
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Tablica D 28. 1zmjerene vrijednosti m/z, relativni intenziteti (RI) i asignacija signala iz MS/MS
spektara iona [M + H]" razgradnog produkta DP9 (m/z 399,1470). ESI(+) ionizacija, kolizijske
energije 10 V,20 Vi 30 V

DP9 m/z 399,1476 tr 8,2 min
10V 20V 30V

m/z R.I. m/z R.I. m/z R.I.

399,1443 | 100 | 399,1464 | 100 | 399,1461 | 21,65 | 399,1470 | [C22H23CIN2O3 + H]*
381,1353 | 4,11 | 381,1360 | 6,92 | 381,1347 | 2,25 - -
- - - - 1371,1149 | 1,33 - -

- - - - | 355,1581 | 4,99 - -

353,1046 | 5,03 | 353,1046 | 45 | 353,1053 | 100 | 353,1057 [C20H18CIN20O,]"

338,0815 | 1,71 - -

m/z teor. Asignacija

- - 13350959 | 1,25 - -

- - - - [327,1234 | 1,74 - -

- - | 318,1355 | 1,78 - -

- - [310,0989 | 2,45 | 310,0980 | 12,08 | 310,0999 [C19H17CINOT*

- - 1298,0962 | 1,97 | 298,0993 | 5,02 | 298,0999 [C18H17CINO]*

- - - - 1297,0909 | 8,97 -

- - - - 1296,0829 | 2,39 | 296,0842 [C18H1sCINOT*
- - 12950758 | 2,24 - -

- - [ 293,0960 | 1,24 | 293,0954 | 2,88 - -

- - 1292,0893 | 2,54 - -

- - [ 283,0772 | 2,13 | 283,0750 | 21,93 | 283,0764 [C17H14CINO] ™"

- - - - [282,0986 | 1,06 - -

- - - - 1282,0675 | 4,24 -

- - - - [ 275,1298 | 8,26 | 275,1310 [CisH17NO] ™

- - - - 1269,0549 | 1,39 - -

- - - - [262,1199 | 1,08 - -

- - - - 1260,1048 | 1,06 - -

- - - - 2451223 | 2,36 -

- - - - [ 244,0520 | 1,93 | 244,0529 [C14HuCINOT*
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Tablica D 29. Izmjerene vrijednosti m/z, relativni intenziteti (RI) i asignacija signala iz MS/MS
spektara iona [M + H]" razgradnog produkta DP10 (m/z 399,1470). ESI(+) ionizacija, kolizijske
energije 10 V,20 Vi 30 V

DP10 m/z 399,1487 tr 9,9 min

10V 20V 0V m/z teor Asignacija
m/z R.I. m/z R.I. m/z R.I. '
399,1479 | 100 | 399,1475 | 88,87 | 399,1462 | 3,9 | 399,1470 | [C22H23CIN2Os + H]*
- - - - 355,1563 | 1,56 - -
353,1050 | 3,43 | 353,1057 | 100 | 353,1056 | 100 | 353,1057 [C20H18CIN20O,]"
- - - - 338,0811 | 8,09 - -
- - 1310,0978 | 4,53 | 310,0990 | 16,06 | 310,0999 [C19H17CINO]T"
- - - - 308,0838 | 1,32 - -
- - | 298,1000 | 1,66 | 298,0986 | 7,45 | 298,0999 [C1gH17CINOT"
- - 1 297,0914 | 2,23 | 297,0914 | 17,07 - -
- - - - 296,0832 | 2,75 | 296,0842 [C1gH1sCINOT"
- - - - 295,0761 | 3,24 - -
- - - - 283,0756 | 6,95 | 283,0764 [C17H14CINO] ™"
- - - - 282,0674 | 6,03 - -
- - - - 275,1300 | 6,24 | 275,1310 [CioH17NO] "
- - - - 274,1219 | 3,43 - -
- - - - 262,1217 | 1,73 - -
- - - - 245,0617 | 1,48 - -
- - - - 244,0524 | 3,77 | 244,0529 [C14H1:CINO]T*
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Tablica D30. Izmjerene vrijednosti m/z, relativni intenziteti (RI) i asignacija signala iz MS/MS
spektara iona [M + H]" razgradnog produkta DP11 (m/z 244,0524). ESI(+) ionizacija, kolizijske
energije 10 V,20 Vi 30 V

DP11 m/z 244,0532 tr 7,5 min

10V 20V 0V m/z teor Asignacija
m/z R.I. m/z R.I. m/z R.I. '
244,0529 | 100 | 244,0529 | 100 | 244,0525 | 100 | 244,0524 | [C14H10CINO + H]*
- - - - 1229,0283 | 1,21 - -
- - - - | 227,0484 | 153 | 227,0496 | [C14HoCIN + H]™"
- - - - 1226,0417 | 8,28 | 226,0424 [C14aHoCINT*
- - |216,0574 | 3,6 | 216,0570 | 25,92 | 216,0575 | [Ci3H10oCIN + H]*
- - - - |215,0487 | 1,56 - -
- - - - 215,0247 | 1,84 - -
- - 1 214,0416 | 1,42 | 214,0417 | 22,28 | 214,0424 [C13HoCINT*
- - - - | 209,0838 | 2,44 - -
- - - - 1208,0751 | 3,02 - -
- - - - | 201,0337 | 10,04 - -
- - - - 1199,0298 | 2,26 - -
- - - - 1191,0716 | 4,28 | 191,0735 [C1aHgNT™*
- - - - 1181,0877 | 8,85 | 181,0886 | [CisHioN +H]*
- - 1180,0802 | 1,35 | 180,0807 | 32,2 | 180,0813 [CisH10N]*
- - - - 1 179,0723 | 1,88 | 179,0735 [C13HoN] ™
- - - - 1178,0647 | 1,04 - -
- - - - 1166,0649 | 1,22 - -
- - - - | 153,0698 | 1,59 - -
- - - - 1152,0613 | 1,86 - -
- - - - 149,0157 | 1,15 - -
- - - - |137,0149 | 1,65 | 137,0158 [CeHsCI]*
- - - - 125,0151 | 1,02 - -
- - - - |117,0568 | 1,12 - -
- - - - | 104,0497 | 9,13 | 104,0500 [C7H6N]*
- - - - 78,0335 | 1,93 | 78,0344 [CsHaNT*
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Tablica D31. Izmjerene vrijednosti m/z, relativni intenziteti (RI) i asignacija signala iz MS/MS
spektara iona [M + H]" razgradnog produkta DP12 (m/z 399,1479). ESI(+) ionizacija, kolizijske
energije 10 V,20 Vi 30 V

DP12 m/z 399,1474 tr 9,4 min

10V

20V

30V

m/z R.1

m/z

R.I.

m/z

R.I.

m/z teor.

Asignacija

399,1472 | 100

399,1469

61,65

399,1467

4,32

399,1470

[C22H23CIN2O3 + H]*

353,1051 | 5,56

353,1054

100

353,1053

100

353,1057

[C20H18CIN2O2]"

323,0969

1,46

310,0981

2,48

310,0998

4,92

310,0790

2,7

310,0999

[C19H17CINO]"

298,0983

2,29

298,0989

6,45

297,0894

1,98

296,0839

2,44

296,0842

[C18H15CINOT*

293,0948

1,3

292,0882

2,19

292,0893

[C1oH15CINT*

283,0739

1,62

282,0674

3,78

280,0882

1,74

274,1222

1,5

268,0890

1,8

267,0816

3,81

266,0720

1,54

258,1259

2,84

257,1211

1,79

256,0877

256,0883

38,76

255,0833

1,31

254,0721

6,49

253,0645

4,01

246,1266

1,92

245,1205

4,99

244,1126

1,74

242,0715

1,15

233,1190

1,14

232,1097

1,96

229,0626

1,07

228,0574

228,0568

24,11

228,0580

219,1024

1,97

214,0391

1,49

193,0883

1,73

192,0788

1,13

102,0543

1,68

98,0228

4

82,0644

1,17

70,0284

5,45
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Tablica D32. Izmjerene vrijednosti m/z, relativni intenziteti (RI) i asignacija signala iz MS/MS

spektara iona [M + H]* razgradnog produkta DP13 (m/z 415,1419). ESI(+) ionizacija, kolizijske
energije 10 V,20 Vi 30 V

DP13 m/z 415,1431 tr 6,7 min

10V 20V 0V m/z teor Asignacija
m/z R.I. m/z R.I. m/z R.I. '

415,1433 | 100 | 415,1422 | 87,21 | 415,1423 | 3,85 | 415,1419 | [C22H23CIN2O4 + H]*
397,1315 | 8,75 | 397,1316 | 100 | 397,1308 | 21,59 | 397,1313 | [C22H21CIN20Os + H]*

- - |385,1310 | 16,34 | 385,1307 | 8,43 - -

- - |369,1359 | 6,61 | 369,1348 | 8,99 - -

- - 1369,1000 | 4,11 | 369,0998 | 8,64 | 369,1000 | [C20H17CIN2O3 + H]"

- - 1351,0893 | 23,41 | 351,0892 | 38,04 | 351,0900 [C20H16CIN20O,]"

- - 1339,0886 | 3,57 | 339,0893 | 19,13 - -

- - 1338,0820 | 1,31 | 338,0807 | 6,71 - -

- - | 326,0915 | 1,14 | 326,0930 | 2,61 - -

- - 13251079 | 1,25 | 325,1090 | 2,86 | 325,1102 | [C19H17CIN2O + H]*

- - | 323,0936 | 5,92 | 323,0939 | 29,23 - -

- - | 308,0832 | 14,54 | 308,0838 | 100 | 308,0842 [C19H15CINOT"

- - - - 307,0991 | 4,3 - -

- - | 296,0824 | 1,43 | 296,0836 | 7,32 | 296,0842 [C1gH15CINOT"

- - - - 295,0988 | 2,85 - -

- - - - 295,0747 | 2,85 - -

- - 1 294,0675 | 6,25 | 294,0677 | 10,25 - -

- - - - 282,0679 | 3,1 - -

- - - - 281,0585 | 2,16 - -

- - |280,0883 | 4,21 | 280,0886 | 39,1 | 280,0893 [C18H1sCINT*

- - - - 278,0716 | 2,99 - -

- - - - 273,1131 | 1,55 | 273,1154 [C1oH1sNO]™

- - - - 268,0878 | 2,94 - -

- - - - 268,0526 | 6,38 - -

- - - - 267,0810 | 11,05 | 267,0815 [C17H14CIN]™"

- - - - 266,0730 | 2,54 - -

- - - - 261,1146 | 4,04 - -

- - - - 260,1066 | 5,3 - -

- - - - 259,0992 | 3,49 - -

- - - - 258,0918 | 3,04 - -

- - - - 253,0650 | 7,55 - -

- - | 245,1188 | 2,17 | 245,1190 | 35,22 - -

- - - - 2441123 | 6,27 - -

- - - - 243,1040 | 2,77 - -

- - | 229,0650 | 3,58 | 229,0651 | 24,35 - -

- - | 228,0565 | 6,45 | 228,0571 | 51,36 | 228,0580 [C14HuCINT?

- - - - 214,0405 | 3,42 - -

- - |116,0702 | 4,36 | 116,0703 | 12,86 - -

- - - - 72,0809 | 3,99 - -
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Tablica D33. Razgradni produkti uoceni nakon prisilne razgradnje loratadina

Analit tr / min m/z izmjereni m/z izraCunati | Pogreska / ppm PredloZena struktura
LOR 8,48 383,1534 383,1521 3,39
DP1 5,56 311,1319 311,1310 2,89
DP2 7,85 369,1366 369,1364 0,54
DP3 8,62 399,1485 3,76 ° | [
399,1470 OH
N
DP4 7,01 399,1480 2,51 )o”go
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Tablica D33. (nastavak)

Analit tr / min m/z izmjereni m/z izraCunati | Pogreska / ppm PredloZena struktura
Cl
DP5 8,89 381,1379 3,94
381,1364 ILI
DP6 9,19 381,1379 3,94
DP7 7,14 399,1480 2,51
DP8 7,64 399,1481 2,76
399,1470
DP9 8,26 399,1477 1,75
DP10 9,90 399,1473 0,75
DP11 7,52 244,0531 244,0524 2,87
DP12 9,42 399,1479 399,1470 2,25
DP13 6,72 415,1428 415,1419 2,17
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Tablica D34. Validacija metode tekucinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti uz
detektor s nizom dioda za odredivanje LOR u prisutnosti razgradnih produkata na koloni
Acquity BEH C18

Zadovoljava
Parametri validacije Kriterij prihvatljivosti Rezultat kriterije
DA/NE
Linearnost
Koeficijent korelacije | R?> 0,995 R? = 0,9999 DA
RSD <5 %
Preciznost injektiranja | y(LOR) =10,0 ug mL* 0,02 % DA
(vrijeme zadrzavanja) »(LOR) = 30,0 ug mL? 0,02 % DA
»(LOR) = 49,9 ng mL! 0,01 % DA
RSD <5 %
Preciznost injektiranja | y(LOR) =10,0 ug mL™* 0,35 % DA
(povrsina) »(LOR) = 30,0 ug mL? 0,28 % DA
»(LOR) = 49,9 ng mL! 0,30 % DA
RSD <5 %
. »(LOR) = 10,0 ug mL* 2,40 % DA
Ponovljivost metode (LOR) = 30,0 pg mL 2 273% DA
»(LOR) = 49,9 ug mL™? 1,49 % DA
RSD <5 %
. (LOR) = 10,0 ug mL* 0,91 % DA
Medupreciznost ;J:(LOR) =30,0 ﬁi mL * 0,65 % DA
»(LOR) = 49,9 ug mL? 0,41 % DA
Toénost
90 - 110 %
e »(LOR) = 10,0 uyg mL* | (101,25 + 2,36) % DA
Iskoristenje — )
y(LOR) = 30,0 pg mL (97,32 £3,72) % DA
»(LOR) =49,9 uygmL™ | (97,39 + 0,80) % DA
Specifitnost/selektivnost Metoda _mora biFi u stanju_detektirati analitu DA
prisutnosti razgradnih produkata
Radno podrudje informacija (5-50) pg mL*?
Granica detekcije informacija (0,13 +0,03) pg mL?
Granica kvantifikacije informacija (0,39 +0,08) pg mL?
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Slika D8. TIC kromatogrami uzoraka LOR:RM-B-CD 1:1: kontrolni uzorak (a) i uzorak

nakon fotorazgradnje (b)
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Slika D9. ESI(+) MS/MS spektar iona [M+H]" razgradnog produkta DP3 (m/z 399,1467).
Kolizijska energija od 30 V, uzorak LOR:RM-B-CD 1:1 nakon fotorazgradnje
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Slika D10. TIC kromatogrami otapala (a), kontrolnog uzorka LOR (b) te uzoraka nakon 6 mjeseci razgradnje pri ubrzanim uvjetima (40 °C,
75 % RV): LOR (c); LOR:B-CD 1:2 m (d); LOR:HP-B-CD 1:2 m (e); LOR:RM-B-CD 1:1 m (f); LOR:RM-B-CD 1:2 m (g); LOR:RM-p-
CD 1:2 sd (h); LOR:SBE-B-CD 1:2 m (i)
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Asistent u Visem praktikumu analiticke kemije 2

Asistent U Opcéem praktikumu analiticke kemije (za smjer: biologija i kemija; kemija i
biologija i smjer: fizika i kemija; kemija i fizika)

Asistent u prakti¢nom dijelu kolegija Analiticka kemija (za smjer: molekularna biologija)

Diplomski radovi

— neposredna voditeljica 11 diplomskih radova:

1. Nika Hosnjak, Razvoj i validacija metode za analizu meloksikama u prisutnosti njegovih
razgradnih produkata, PMF, Zagreb, 2025.

2. Ivona Bozi¢, Odredivanje razgradnih produkata meloksikama, PMF, Zagreb, 2025.

3. Natalija Tunjko, Gama-radioliticka razgradnja loratadina u vodi, PMF, Zagreb, 2024.

4. Mateja Cader, Mehanokemijska sinteza i karakterizacija inkluzijskog kompleksa loratadina
i hidroksipropil-g-ciklodekstrina, PMF, Zagreb, 2023.

5. Matea Rukavina, Razvoj i validacija metode za odredivanje loratadina u prisutnosti
njegovih razgradnih produkata, PMF, Zagreb, 2023.

6. Ivana Prki¢, Forsirana razgradnja loratadina i inkluzijskih kompleksa loratadina i
ciklodekstrina, PMF, Zagreb, 2022.

7. Ana-Emina Zivko, Analiza inkluzijskin kompleksa loratadina i ciklodekstrina
spektrometrijom masa visokog razlucivanja, PMF, Zagreb, 2021.

8. Nina Mami¢, Poboljsanje topljivosti loratadina uslijed kompleksiranja s odabranim
ciklodekstrinima, PMF, Zagreb, 2021.
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9. Petra Tagliaretti, Odredivanje prazikvantela tekucinskom kromatografijom visoke
djelotvornosti, PMF, Zagreb, 20109.

10. Tihana Njegovec, Identifikacija kompleksnih spojeva galija i aromatskih hidrazona
spektrometrijom masa, PMF, Zagreb, 2019.

11. Snjezana Sari¢, ldentifikacija kompleksnih spojeva lantanoida i aromatskih hidrazona
spektrometrijom masa, PMF, Zagreb, 2019.

DuZnosti na Kemijskom odsjeku Prirodoslovno-matematic¢kog fakulteta:

2025. Clan organizacijskog odbora medunarodne ljetne §kole 23" International
Symposium and Summer School on Bioanalysis, Zagreb, Hrvatska

2022.-2025.  Clan Akademskog odbora Prirodoslovne olimpijade Europske unije koja se
odrZala u Hrvatskoj 2025. godine

2021. — Zamjenica voditeljice Laboratorija za spektrometriju masa osnovanog u
sklopu infrastrukturnog projekta Centar izvrsnosti u kemiji (CIUK)

Popularizacija znanosti

Sudjelovanje na Smotri Sveucilista 2018. godine.

Sudjelovanje na Otvorenim danima Kemijskog odsjeka 2023. godine.

Suradnica u organizaciji 1 izvodenju laboratorijskih vjezbi za pripremu ucenika za
Medunarodnu kemijsku olimpijadu 2023. godine.

Dodijeljene nagrade

2025.  Godisnja nagrada Kemijskog odsjeka za izvrsnost u publiciranju za 2024. godinu

Znanstveni radovi

1. L. Vrban, I. A. Martinac, M. Hranjec, M. Pocrnié, N. Gali¢, R. Kobeti¢, R. Vianello,
Proton and metal dication affinities of tetracyclic imidazol[4,5-b]pyridine-based
molecules: Insights from mass spectrometry and DFT analysis, Molecules 30 (2025) 2684

2. L. Stefan, L Susanj, J. Buljevi¢, M. Roje, M. Jurin, A. Buljan, T. Rinkovec, R. Vianello,
M. Pocrni¢, N. Gali¢, A. Cikos, Lifitegrast degradation: Products and pathways,
Pharmaceutics 17 (2025) 1299

3. M. Pocrnié¢, M. Hoelm, A. Ignaczak, A. Cikos, A. Budimir, V. Tomisi¢, N. Galié¢, Inclusion
complexes of loratadine with B-cyclodextrin and its derivatives in solution. Integrated
spectroscopic, thermodynamic and computational studies, J. Mol. Lig. 410 (2024) 125515

4, J. Kosi¢-Vuksié, A. Krivohlavek, 1. Zuntar, M. Pocrni¢, N. Gali¢, Undeclared
phosphodiesterase type 5 inhibitors (PDE5ISs) in food supplements on the Croatian market
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10.

11.

12.

13.

14.

analyzed by liquid chromatography time-of-flight mass spectrometry (LC-QTOF-MS),
Microchem. J. 203 (2024) 110917

M. G. Dimitrijevi¢, C. Roschger, K. Lang, A. Zierer, M. G. Paunovi¢, A. D. Obradovié,
M. M. Mati¢, M. Pocrnié, N. Galié, A. Ciri¢, M. D. Joksovié, Discovery of a new class of
potent pyrrolo [3,4]quinoline-1,3-diones based inhibitors of human dihydroorotate
dehydrogenase: Synthesis, pharmacological and toxicological evaluation, Bioorg. Chem.
147 (2024) 107359

M. Cvetanovska, M. Pocrnié, M. Stefova, N. Gali¢, J. Petreska Stanoeva, UHPLC-Q-TOF
analysis of pyrrolizidine alkaloids in North-Macedonian honey, Food Addit. Contam. Part
B 17 (2024) 5-15

A. Mandura Jari¢, A. Ciko§, M. Pocrnié¢, K. Aladi¢, S. Jokié, D. Seremet, A. Vojvodi¢
Cebin, D. Komes, Teucrium montanum L. - Unrecognized source of phenyethanoid
glycosides: green extraction approach and elucidation of phenolic compounds via NMR
and UHPLC-HR MS/MS, Antioxidants 12 (2023) 1903

L. Mandi¢, M. Pocrnié, N. Gali¢, B. Mihaljevi¢, I. Dzeba, y-radiolytic degradation of
rosuvastatin in the air-saturated aqueous solution, Radiat. Phys. Chem. 208 (2023) 110885
I. Tartaro Bujak, M. Pocrnié, K. Blazek, K. Bojani¢, P. Trebse, A. T. Lebedev, N. Galic,
Radiation-induced degradation of doxazosin: Role of reactive species, toxicity,
mineralization and degradation pathways, J. Water Process. Eng. 51 (2023) 103401

D. Klari¢, M. Pocrni¢, D. Lez, S. Polovi¢, D. Kontrec, 1. Kosalec, A. Budimir, N. Gali¢,
Search for new antimicrobials: spectroscopic, spectrometric, and in vitro antimicrobial
activity investigation of Ga(lll) and Fe(l11) complexes with aroylhydrazones, J. Biol. Inorg.
Chem. 27 (2022) 715-729

T. Kezele Spehar, M. Pocrni¢, D. Klari¢, B. Bertosa, A. Ciko§, M. Jug, J. Padovan, S.
Dragojevi¢, N. Gali¢, Investigation of praziquantel/cyclodextrin inclusion complexation by
NMR and LC-HRMS/MS: Mechanism, solubility, chemical stability and degradation
products, Mol. Pharm. 18 (2021) 4210

M. Pocrnié, D. Kontrec, S. Miljani¢, Z. Soldin, A. Budimir, N. Gali¢, Gallium(lll)
complexes of aroylhydrazones derived from nicotinic acid hydrazide in solid state and in
solution, J. Mol. Struct. 1227 (2021) 129564

M. Maly, M. Boublik, M. Pocrnié¢, M. Ansorge, K. Lorin¢ikova, J. Svobodova, V. Hruska,
P. Dubsky, B. Gas§, Determination of thermodynamic acidity constants and limiting ionic
mobilities of weak electrolytes by capillary electrophoresis using a new free software
AnglerFish, Electrophoresis 41 (2020) 493-501

M. Pocrni¢*, M. Ansorge, M. Dovhunova, 1. Habinovec, E. Tesafova, N. Gali¢, Chiral
separation of Dbeta-blockers by high- performance liquid chromatography and
determination of bisoprolol enantiomers in surface waters, Arh. Hig. Rada Toksikol. 71
(2020) 5662

* Autor za korespondenciju
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Pozvana predavanja

1. M. Pocrnié¢, N. Gali¢, Mogucnosti i primjene LC-QTOF sustava, Okupljanje korisnika
spektrometrije masa u organizaciji tvrtke Alphachrom, Zagreb, Hrvatska, 13.09.2022.

Sudjelovanja na znanstvenim skupovima i Skolama

1. A. Budimir, M. Pocrnié¢, N. Gali¢, Thermodynamics of the complexation of meloxicam
with f-cyclodextrins in aqueous solution, Adriatic NMR conference, Vodice, Hrvatska,
17.-20.09.2025.

2. N. Gali¢, M. Pocrni¢, D. Klari¢, A. Ciko§, A. Budimir, M. Hoelm, M. Jug,
Characterization of cyclodextrins complexes with poorly soluble drugs in solution and
solid state, Adriatic NMR conference, VVodice, Hrvatska, 17.—20.09.2025.

3. S. EI-Rahmani, M. Pocrnié¢, A. Matencio, F. Caldera, F. Trotta, N. Gali¢, Optimization of
the pharmaceutical efficacy of loratadine using cyclodextrin-based nanosponge
encapsulation, 8" European Cyclodextrin Conference, Milano, Italija, 09.-12.09.2025.

4. M. Pocrni¢, M. Jug, N. Gali¢, Influence of CDs on loratadine stability: accelerated and
photostability studies, 8" European Cyclodextrin Conference, Milano, ltalija, 09.—
12.09.2025.

5. L. Stefan, L SuSanj, M. Roje, M. Jurin, A. Buljan, M. Pocrni¢, N. Gali¢, A. Cikos,
Degradation profiling and in silico toxicity assessment of lifitegrast, 29" Croatian Meeting
of Chemists and Chemical Engineers and 71" Symposium Vladimir Prelog, Split, Hrvatska,
02.-05.09.2025.

6. M. Pocrni¢, M. Jug, N. Gali¢, Dissolution rate of loratadine in the presence of B-
cyclodextrin and its derivatives, Euroanalysis 2025, Barcelona, Spanjolska, 30.08.—
04.09.2025.

7. N. Gali¢, M. Jug, M. Pocrnié, Effect of B-cyclodextrin and its derivatives on loratadine
stability, Euroanalysis 2025, Barcelona, Spanjolska, 30.08.—04.09.2025.

8. I. Tartaro Bujak, D: Klari¢, M. Pocrnié, K. Bojani¢, M. Bujak, B. Luci¢, A. Pustak, 1.
Mari¢, M. Leskovsek, U. Vrabi¢ Brodnjak et al., The multifaceted role of ionizing
radiation: challenges and perspectives in environmental protection, 23" International
Symposium and Summer School on Bioanalysis, Zagreb, Hrvatska, 06.—15.07.2025.

9. D. Klari¢, M. Pocrnié, N. Gali¢, Exploring host:guest interactions in drug—macrocycle
systems using mass spectrometry, 23™ International Symposium and Summer School on
Bioanalysis, Zagreb, Hrvatska, 06.—-15.07.2025.

10. M. Pocrnié, M. Jug, N. Gali¢, Characterization of loratadine:cyclodextrin binary systems
in the solid state, VI International Summer School on Cyclodextrins, Genova, Italija, 09.—
11.06.2025.

11. M. Pocrnié, M. Jug, N. Gali¢, Preparation and characterization of binary systems of
loratadine and p-cyclodextrin and its derivatives in solid state, Innovation in Chemical
Sciences, Zagreb, Hrvatska, 19.-21.11.2024.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

. D. Klari¢, M. Pocrnié, N. Gali¢, Application of mass spectrometry in characterization of
drug:f-cyclodextrin systems, Innovation in Chemical Sciences, Zagreb, Hrvatska, 19.—
21.11.2024.

J. Kosié-Vuksi¢, A. Krivohlavek, M. Pocrni¢, N. Gali¢, I. Zuntar, Analysis of
phosphodiesterase type 5 inhibitors in food supplements using liquid chromatography-
quadrupole time-of-flight-mass spectrometry, 5. Medunarodni kongres o sigurnosti i
kvaliteti hrane, Porec¢, Hrvatska, 06.—-09.11.2024.

M. Pocrni¢, J. Kosi¢-Vuksi¢, A. Krivohlavek, N. Gali¢, Development and validation of
liqguid chromatography time-of-flight mass spectrometry method for analysis of
phosphodiesterase type 5 inhibitors in food supplements, 5. Medunarodni kongres o
sigurnosti i kvaliteti hrane, Pore¢, Hrvatska, 06.—-09.11.2024.

K. Remar, M. Pocrnié, N. Gali¢é, Influence of maltodextrin on meloxicam solubility in
water and biorelevant media, 9" Symposium of Chemistry Students, Zagreb, Hrvatska,
11.-12.10.2024.

M. Pocrnié¢, D. Klari¢, N. Gali¢, Drug-cyclodextrin complexes analysed by HR MS, 2"
International School on Mass spectrometry, Erice, Italija, 09.—14.09.2024.

M. Pocrni¢, N. Gali¢, Analysis of loratadine-cyclodextrin complexes by high resolution
mass spectrometry, 22" International Summer School on Bioanalysis, Prag, Ceska
Republika, 07.-13.07.2024.

A. Ciko§, A. Mandura Jari¢, M. Pocrni¢, Teucrium montanum L. - Unrecognized Source
of Phenylethanoid Glycosides, The 20" European Magnetic Resonance Congress, Bilbao,
Spanjolska, 30.06.—04.07.2024.

M. Pocrnié, N. Gali¢, Solubility of loratadine in the presence of cyclodextrins, 8" Faculty
of Science PhD Student Symposium, Zagreb, Hrvatska, 26.—27.04.2024.

M. Rukavina, M. Pocrnié, N. Gali¢, Razvoj i validacija metode za odredivanje loratadina
u prisutnosti njegovih razgradnih produkata, 8. Simpozij studenata kemicara, Zagreb,
Hrvatska, 21.10.2023.

M. Cader, L. Posavec, M. Pocrni¢, D. Cinc¢i¢, N. Gali¢, Mehanokemijska sinteza i
karakterizacija inkluzijskog kompleksa loratadina i hidroksipropil-f-ciklodekstrina, 8.
Simpozij studenata kemicara, Zagreb, Hrvatska, 21.10.2023.

I. Tartaro Bujak, M. Pocrnié, K. Blazek, K. Bojani¢, P. Trebse, A. T. Lebedev, N. Galic,
How efficient is ionizing radiation in the degradation of pharmaceuticals? A doxazosin
study, 32" Miller Conference on Radiation Chemistry, Korzika, Francuska, 03.—
08.06.2023.

M. Pocrnié, N. Gali¢, Effect of cyclodextrins on solubility enhancement of loratadine, V.
Simpozij Supramolekulske kemije, Zagreb, Hrvatska, 8.12.2022.

M. Pocrni¢, I. Tartato Bujak, N. Gali¢, HRMS characterization of doxazosin degradation
products generated by gamma irradiation, 20" International Symposium and Summer
School on Bioanalysis, Pe¢uh, Madarska, 24.—-30.06.2022.

M. Pocrni¢, N. Gali¢, Inclusion complexes of meloxicam and selected cyclodextrins in
solution and in the solid state, 27" Croatian Meeting of Chemists and Chemical Engineers
and 5" Symposium Vladimir Prelog, Veli Losinj, Hrvatska, 05-08.10. 2021.
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26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

D. Mutavdzi¢ Pavlovi¢, K. Toli¢, T. Gazivoda Kraljevi¢, M. Hranjec, L. Racané, M.
Pocrni¢, N. Gali¢, M. Runje, Stability of amidino substituted benzothiazole derivatives
with antitumor activity, 27" Croatian Meeting of Chemists and Chemical Engineers and 5%
Symposium Vladimir Prelog, Veli Losinj, Hrvatska, 05-08.10. 2021.

M. Pocrnié¢, N. Gali¢, Analiza inkluzijskih kompleksa meloksikama i ciklodekstrina
spektroskopijom masa visokog razlucivanja, 5. Simpozij studenata doktorskih studija
PMF-a, Zagreb, Hrvatska, 24.-25.04.2021.

D. Klari¢, M. Pocrnié¢, M. Jug, N. Gali¢, Inclusion complexes of praziquantel and g-
cyclodextrin and its derivatives, 19" International Symposium and Summer School on
Bioanalysis, Cluj-Napoca, Rumunjska, 08-13. 07. 2019.

M. Pocrni¢, D. Klari¢, M. Jug, N. Gali¢, Solubilization study of inclusion complexes of
praziquantel with [-cyclodextrin and its derivatives by liquid chromatography, 13"
Summer Course for Mass Spectrometry in Biotechnology and Medicine (MSBM),
Dubrovnik, Hrvatska, 07-13. 07. 2019.

N. Gali¢, M. Pocrnié, D. Kontrec, Kompleksiranje lantanoida aroilhidrazonima izvedenim
iz nikotinohidrazida: odredivanje spektrometrijom masa, 26. hrvatski skup kemicara 1
kemijskih inZenjera, Sibenik, Hrvatska, 09—12.04. 2019.

F. Grgi¢, H. Rimani¢, M. Pocrni¢, D. Kontrec, A. Budimir, N. Gali¢, Kompleksiranja
lantanoida aroilhidrazonima izvedenim iz nikotinohidrazida: spektrofotometrijsko
odredivanje, 26. hrvatski skup kemicara i kemijskih inZenjera, Sibenik, Hrvatska, 09.—
12.04.2019.

M. Ansorge, J. Steflova, M. Pocrnié, A. Moldovan, G. Vigh, Determination of isoelectric
points for pl markers in capillary isoelectric focusing, 18" International Symposium and
Summer School on Bioanalysis, Komarno, Slovacka, 25.-30.06.2018.

M. Pocrni¢, D. Kontrec, A. Budimir, N. Gali¢, Interaction of aromatic hydrazones and
selected lanthanides, 18" International Symposium and Summer School on Bioanalysis,
Komarno, Slovacka, 25.-30.06.2018.

M. Pocrnié¢, M. Dovhunova, M. Ansorge, E. Tesarova, N. Gali¢, High performance liquid
chromatography method for enantiomeric separation of beta-blockers, 18" International
Symposium and Summer School on Bioanalysis, Komarno, Slovacka, 25.-30.06.2018.
M. Ivesi¢, M. Pocrnié, A. Krivohlavek, N. Gali¢, Determination of ergot alkaloids in
animal feed by liquid chromatography tandem mass spectrometry, Food Safety and Quality
Congress with International Participation - New Achievements and Future Challenges,
Opatija, Hrvatska, 21-24.11.2017.

V. Vujci¢, A.-M. Domijan, M. Ivesi¢, M. Pocrni¢, A. Krivohlavek, M. Peraica, S. Radi¢
Brkanac, Toxicity of mycotoxin fumonisin B1 to duckweed (Lemna minor L.), 5" Croatian
Congress of Toxicology with International Participation, Pore¢, Hrvatska, 09.—12.10.2016.
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