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SAZETAK RADA

Na farmaceutskom trzistu postoje lijekovi razli¢itih oblika,sastava i namjena. PoboljSavanje
njihovih fizikalno-kemijskih svojstva glavni je cilj istrazivanja u farmaceutskoj industriji.
Vode¢i problemi jesu losa topljivost lijekova i njihova slaba bioraspolozivost, zbog kojih na
trziSte dospije manje od 1% djelatnih farmaceutskih tvari. Moguce rjeSenje nudi se u primjeni
kokristalizacije u kristalnom inZenjerstvu kojom se omogucuje modificiranje 1 poboljSavanje
fizikalno-kemijskih svojstva djelatnih farmaceutskih tvari uz istodobno zadrzavanje intrizi¢ne

aktivnosti i strukture molekule lijeka.

Kljucéne rijeci: Bioraspolozivost, djelatne farmaceutske tvari, kokristalizacija, topljivost



ABSTRACT

There are many drugs on pharmaceutical market characterized by different solid state,
composition and purpose. Enhancement of their physicochemical properties is one of the main
goals of many researches in pharmaceutical industry. Main issues are low solubility and poor
bioavailability of drugs, causing that less then 1% of active pharmaceutical ingredients
reaches the market. Application of co-crystallization in crystallization engineering can
possibly provide solutions to these challenges by modifications and improvement of
physicochemical properties of the active pharmaceutical ingredients while maintaining the

intrinsic activity of the drug molecule.

Keywords: Active pharmaceutical ingredients, bioavailability, co-crystallization, solubility
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1.UVOD

Rije¢ kristal vuce korijene iz starogrcke rijeCi kpOotairog (krustallos), koje ima
znacenje "leda" 1 "kamenog kristala" , iz rijeci kpvog (kruos). Samo podrijetlo rijeci ukazuje na
jednu od najstarijih preparativnih i separacijskih metoda, kojom se i danas dobiva veliki broj
komercijalnih proizvoda kemijske, farmaceutske i prehrambene industrije. Kristalizacija se
provodi zbog nastajanja nove faze, ¢iS¢enja kristala ili separacije smjese. Neovisno o tome da
li se kristalizacija provodi iz otopine, taline ili pare, nastali kristali zahtijevaju naknadnu
obradu. Budu¢i da je veli¢ina kristala i njihova raspodjela jako bitna, kristalizacijom se zele
dobiti kristali odgovarajuce Cistoce 1 odgovarajucih granulometrijskih karakteristika (oblik,

veli¢ina i raspodjela veli¢ina kristala).'

Postoji znacajna poveznica izmedu kemije ¢vrstog stanja i farmaceutske znanosti. Veliki broj
svojstava organskih molekula u krutom stanju, kao S§to su stabilnost u otopini, topljivost,
mogucnost tabletiranja, temperaturna otpornost te stabilnost u vlaznim uvjetima uvelike ovisi
o njihovoj strukturi na molekulskoj 1 supramolekulskoj razini. To se odnosi na kristalnu
strukturu, drugim rije¢ima na veli¢inu Cestica i njihovu morfologiju. Jedan od glavnih ciljeva
faraceutske industrije jest razvoj novih strategija 1 metoda kojima bi se moglo utjecati na
svojstva farmaceutske djelatne tvari u ¢vrstom stanju. To se moze posti¢i modificiranjem
prostornog rasporeda i povezanosti molekula u samoj krutini, kao primjerice pripravom

amorfnog materijala. Stvaranjem novih polimorfa, solvata, soli i u novije vrijeme, kokristala.'

Kokristali se sastoje od farmaceutske djelatne tvari 1 stehiometrijskog omjera farmaceutski
prihvatljivih kokristalnih tvari. Kokristalizacijom se mijenjaju molekularne interakcije i sastav

farmaceutskih materijala bez da se mijenja kemijski sastav farmaceutske djelatne tvari.

Farmaceutske djelatne tvari, APl (eng. Active Pharmaceutical Ingredients), ¢ine 'aktivnu'
komponentu svakog lijeka. Reakcije i rezultati djelovanja API-ja se razlikuju od lijeka do
lijeka, ovisno o njihovom sastavu i dozi. U pravilu se radi o organskim molekulama, odnosno
organskim makromolekulama, koji djeluju na ciljano mjesto u organizmu. Drugim rije¢ima
interreagiraju na specifican nacin sa molekulama imunoloskog, Ziv€anog, limfnog, probavnog

ili diSnog sustava, krvotoka ili nekog vrsta tkiva ( kosti, misici, koza).



2.0PCI DIO

2.1. KRISTALIZACIJA 1Z OTOPINE

Kristalizacija je toplinski separacijski proces koji se koristi u svrhu nastajanja nove
faze, ¢iS¢enja kristala ili separacije smjese. Iz amorfne faze nastaje barem jedna kristalna faza
faznom promjenom: kristalizacijom iz otopine, kristalizacijom iz taline ili desublimacijom iz

parne faze.

Pokretacka sila procesa kristalizacije je odstupanje od ravnoteze, odnosno razlika
koncentracije otopljene komponente u prezasi¢enoj otopini i upravo zasi¢enoj otopini.
Otopina postaje prezasicena ako se snizava temperatura otopine hladenjem ili ako se iz
otopine uklanja dio otapala ishlapljivanjem ili otparavanjem. Dio otopljene tvari prelazi u
¢vrstu fazu 1 formira kristale odredene strukture. Proces formiranja kristalnih jezgri iz kojih

dalje nastaju kristali odredene veli¢ine.

Proces kristalizacije dijelimo na:

. Postizanje prezasi¢enosti
o Stvaranje jezgri uslijed naruSavanja ravnoteze faza-nukleacija
. Rast kristala u otopini

Uvjeti koji pogoduju stvaranju velikog broja nukleusa:

= Naglo hladenje

= Mijesanje velikog intenziteta
= Visoka temperatura
= Mala molekularna tezina otopljene tvari

Pazljivom regulacijom temperature tvar moze kristalizirati u Zzeljenoj kristalnoj formi.
Prisutnost necisto¢a u otopini moze utjecati na topljivost te usporiti brzinu nukleacije 1 rast
kristala. Krupne kristale stvara mali broj jezgri, dok veliki broj jezgri stvara sitne kristale

plocastog ili igli¢astog oblika.



2.1.1. Nacini vodenja Kkristalizacije

Kristalizacija se moze provesti iz taline, otopine i plinske faze.

Kristalizacija iz taline: talina se sastoji od dvije ili viSe komponenti razli¢itih temperatura
taliSta. Hladenjem taline dolazi do parcijalnog nastajanja kristala drugacijeg sastava od
pocetne taline. Komponenta s veCom temperaturom taliSta obogacuje se kristalima, a
separacija kristala iz taline je djelomi¢na. Potpuna separacija nastaje viSestupnjevitom
kristalizacijom u sustavima s potpunim mijeSanjem komponenti te sustavima u kojima nastaju

mijesani kristali.

Kristalizacija iz otopine: potrebna pokretacka sila kod kristalizacije iz otopine moze se
osigurati bez 1 sa pomo¢nom komponentom. Ukoliko se provodi bez pomoéne komponente,
prezasi¢enost se osigurava isparavanjem otapala, hladenjem otopine ili zaledivanjem otapala.

Nacin na koji se kristalizacija provodi utjeCe na granulometrijska svojstva kristala.

Kristalizacija iz plinske faze: provodi se odvodenjem topline iz sustava pri ¢emu se
komponenta koja desublimira direktno prevodi u kristale. Proces separacije je parcijalan jer
preostala plinska smjesa sadrzi odredenu koli¢inu desublimacijske tvari. Separacija smjese

v ov . ov . o, . PR 2
moze se poboljsati viSestupnjevitim protustrujnim procesom.

2.2.TOPLJIVOST

Otopine se sastoje od dviju ili viSe komponenata, od kojih je jedna otapalo, a ostale su
otopljene tvari. Otapanjem ¢vrstih tvari u otapalu dobijemo homogenu otopinu. Pri odredenoj
temperaturi, postoji maksimalna koli¢ina Cvrste tvari koja se moze otopiti u danoj koli¢ini
otapala. Kad je postignut maksimum, otopina je zasi¢ena, a koli¢ina tvari koja se moze otopiti
u nekom otapalu pri odredenoj temperaturi, a da pri tom nastala otopina bude u ravnotezi,

naziva se topljivost.’

Za dizajn 1 samu provedbu procesa, poznavanje topljivosti u sustavu od presudne je vaznosti.
Naime, prisutnost necistoca u otopini moze utjecati na topljivost te usporiti brzinu nukleacije i

rast kristala. Do podataka o topljivosti sustava dolazi se jednostavnim eksperimentalnim



mjerenjima. Jedan od nacina odredivanja topljivosti je mjerenja pri konstantnoj temperaturi uz

ostvareno dobro mijesanje sustava.

Poznavanje topljivosti omogucuje odredivanje koli¢ine komponente koja se moze otopiti u
odredenom otapalu kao i koli¢inu komponente koja ¢e zaostati u otapalu na kraju procesa.
Podatke o topljivosti soli u ovisnosti o temperaturi vazno je i za odredivanje nacina provedbe
procesa kristalizacije. Nadalje, poznavanje topljivosti sustava potrebno je za odredivanje

prezasi¢enosti te kinetike procesa.*

Topljivost ovisi o :

o Temperaturi

o Vrsti otapala

o Aditivima

o pH otopine

o Prisutnim necisto¢ama

Povecanjem temperature otopine, za vecinu slucajeva raste topljivost, medutim ukoliko se
topljivost povecanjem temperature smanjuje kristalizacija hladenjem nije moguca, te je

potrebno provesti kristalizaciju isparavanjem.

2.3. NUKLEACIJA

U kristalizaciji otopina mora biti prezasi¢ena da bi doSlo do formiranja kristala. Kao
Sto je vidljivo iz dijagrama topljivosti,prije nego Sto dode do nukleacije, prezasi¢enost mora
biti iznad odredene vrijednosti. Ako je prezasi¢enost niska, kao Sto je to u slucaju dijela
dijagrama nazvanog metastabilno podrucje, nukleacija ne¢e zapoceti. Nukleacija zapocinje
tek kada je prezasi¢enost postigla dovoljno veliku vrijednost da bude u nestabilnoj zoni
dijagrama topljivosti. U tom trenutku kristali po€inju rasti, a prezasi¢enost se smanjuje. Ako
je prezasi¢enost previsoka, stupanj nukleacije je prevelik Sto rezultira stvaranjem sitnih

kristala sklonih aglomeraciji.’

Brzina nukleacije uglavnom ovisi o stupnju prezasicenosti otapala.



Na brzinu nukleacije i Sirinu metastabilne zone utjecu:

e Necisto¢e — prisutnost necisto¢a kao 1 topljivih dodataka koji uglavnom
smanjuju Sirinu metastabilne zone

e Mehanicki utjecaji (mijeSanje, treSenje, ultrazvucno djelovanje ili koja druga
mehanicka energija koja djeluje na otopinu) — smanjuju Sirinu metastabilne
zone

e pH

e Viskoznost

e Temperatura otopine — Sirina metastabilne zone se smanjuje povecanjem

2
temperature

2.4. RAST KRISTALA

Rast kristala je proces koji slijedi nakon nukleacije prilikom kojeg dolazi do
vezivanja molekula iz otopine na povrSinu postoje¢ih kristala. Do izdvajanja veée mase
kristala dolazi dakle tek kada nukleusi poc¢nu rasti, grade¢i svoju kristalnu resetku, rezultat
¢ega je 1 znatna promjena sastava otopine. Ovaj korak je pod utjecajem vanjskih (temperatura,
necistoce, prekomjerna zasi¢enost, vrsta otapala) i unutarnjih (kristalna struktura) ¢imbenika,

koji u konacnici odreduju morfologiju Cestica.
Rast kristala opisuje se promjenom neke karakteristicne dimenzije kristala s vremenom.
Primjeri izraZzavanja brzine rasta kristala:

e ukupna brzina rasta, Rg, definirana kao koli¢ina izlu¢ene tvari podijeljene s povrSinom
kristala po vremenu, dm, / (df * A ) ili kao

e linearna brzina rasta odredene kristalne plohe, G, definirana kao pomak jedne plohe
rastuceg kristala u smjeru normale u vremenu, dL,/ d¢ Cesto i kao

e ukupna linearna brzina rasta kristala, dr/d¢, definirana kao vremenska derivacija

polumjera kugle volumena jednakog volumenu kristala.

Izrazi za brzinu rasta kristala povezuju brzinu rasta kristala s prezasic¢enosti otopine. Kao

najjednostavnijim nacinom za povezivanje ovih varijabli pokazala se empirijska korelacija



koja dovodi u vezu ukupnu brzinu rasta (Rg ) i ukupnu pokretacku silu (razliku koncentracija)

Ry (8) = g = ey + (352 M

dtx* AtOt Cs (t)

Gdje je g red rasta i obi¢no se krece u rasponu od 1-2 , k, je konstanta brzine rasta, koja je

funkcija temperature, relativne brzine gibanja kristala/otopine i necisto¢a prisutnih u sustavu.

2.5. POJAVNI OBLICI CVRSTIH OBLIKA FARMACEUTSKE TVARI

Medu pojavne oblike djelatnih tvari uvrStavamo polimorfne oblike,
pseudopolimorfne oblike (solvate, hidrate) kokristale i amorfe. Vjerojatnost da djelatna tvar
postoji u razli¢itim pojavnim oblicima je velika. Ucestalost postojanja vise od jedne Cvrste

forme malih organskih molekula je izmedu 56% i 87%.
Polimorfi

Polimorfija (grcki: poli = mnogo;morph = oblik) je sposobnost tvari da postoji u dvije ili vise
kristalnih formi, koje se razlikuju rasporedom molekula u kristalnoj reSetci. Polimorfi se ¢esto
susre¢e kod djelatnih tvari koje su ve¢inom male organske molekule, molekulskih masa
manjih od 600 g/mol. Prema literaturi ucestalost pojavljivanja pravih polimorfa kod malih

organskih molekula krece se izmedu 32% 1 51%.
Pseudopolimorfni oblici

Pod pseudopolimorfne oblike ubrajamo solvate i hidrate. Tijekom procesa priprave djelatne
tvari, ali 1 procesa priprave kona¢nog oblika, djelatna tvar dolazi u kontakt s razli¢itim
otapalima. Molekule otapala mogu biti vezane za djelatnu tvar adsorpcijom na povrSini
kristala slabim medumolekulskim interakcijama, mogu biti zarobljene u unutrasnjosti kristala
tijekom rasta kristala ili mogu zajedno s molekulama djelatne tvari formirati nove Cvrste
forme, solvate, u kojima su molekule otapala povezane u kristalnu resetku vodikovim i Van
der Waalsovim vezama. Molekule vode cesto formiraju solvate s organskim molekulama
djelatnih tvari, one se nazivaju hidrati. Solvati, odnosno hidrati, dijele se na dvije glavne

skupine, stehiometrijske 1 nestehiometrijske. Stehiometrijski solvati podrazumijevaju da je



omjer izmedu broja molekula djelatne tvari i broja molekula otapala konstantan. Desolvatacija
takvih solvata obi¢no uzrokuje promjenu kristalne strukture ili rezultira u nastajanju
neuredene, amorfne faze. Nestehiometrijski solvati obi¢no imaju molekule otapala smjestene
u strukturalnim Supljinama koje ¢esto formiraju kanale duz kristalne reSetke. Prilikom njihove

desolvatacije, kristalna struktura se naj¢es¢e ne mijenja.

Za razliku od hidrata,djelatne tvari u obliku solvata, zbog svoje potencijalne nestabilnosti kao

1 potencijalne toksi¢nosti otapala nisu pozeljan izbor za stvaranje finalnog oblika.
Amorfi

Tvari u amorfnom obliku su najéesc¢e termodinamicki nestabilne i sklone promjeni strukture u
kratkom vremenu Sto je vrlo nepovoljno u procesu proizvodnje lijekova. Ono zbog cega je
ovaj oblik interesantniji za farmaceutsku industriju od njihovih kristalnih formi, je zbog
njihove vece topljivosti 1 brzine otapanja, a time i vece bioraspoloZivosti. Omjer topljivosti
izmedu amorfnog 1 kristalnog oblika iste djelatne tvari mnogo je ve¢i od omjera topljivosti
izmedu razli¢itih polimorfa iste djelatne tvari. Osim vece topljivosti 1 tendencije kristalizaciji,
amorfni materijali su obicno 1 kemijski nestabilniji te imaju tendenciju adsorpcije vode.
Prevencija kristalizacije amorfa jedan je od glavnih preduvjeta formuliranja amorfa u finalni

dozirni oblik.°
KoKkristali

Kokristali su viSekomponentni kristali, kod kojih su barem dvije komponente samostalno, pri
sobnim uvjetima, krutine. Kokristali su po strukturi homogeni kristali koji sadrze dvije ili viSe
komponente u definiranom stehiometrijskom omjeru. Komponente kokristala su neutralne
molekule reaktanata koji su krutine pri sobnoj temperaturi. Farmaceutski kokristali su prema
ovoj definiciji kokristali u kojima jednu komponentu ¢ini farmaceutska djelatna tvar dok

drugu komponentu &ini tzv. molekula koformera. '°



vet g

sol polimorf solvat/hidrat kokristal kokristal
solvat/hidrat

Djelatna tvar O
Neutralna molekula \/
Otapalo A\

Proton A¥

Slika 1. Shematski prikaz pojavnih oblika ¢vrste tvari

2.6. TEHNIKE KARAKTERIZACIJE KOKRISTALA

Karakterizacija kokristala je vazan sastavni dio njihova istrazivanja. Neke od
uobicajenih metoda karakterizacije osnovnih svojstava kokristala jesu difrakcija rendgenskih
zraka na kristalu (Single Crystal X-Ray Diffraction,SXRD), difrakcija rendgenskih zraka na
praskastom uzorku (Powder X-ray Diffraction, PXRD), infracrvena sprektroskopija
(IR),Ramanova spektroskopija,nuklearna magnetska rezonancija ¢vrstog stanja(Solid State
Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, SSNMR),diferencijalna pretrazna kalorimetrija
(Differential Scanning Calorimetry, DSC),pretrazna elektronska mikroskopija (Scanning
Electron Microscopy, SEM).

Difrakcija rendgenskih zraka na kristalu (SXRD),

Difrakcija rendgenskih zraka na kristalu osnovna je tehnika karakterizacije Cvrstih oblika
kokristala na razini atoma i molekula. Medutim,problem je u tome S§to se pojedini

farmaceutski kokristal ¢esto ne moze proizvesti u obliku primijenjenom za ovu difrakciju.
Difrakcija rendgenskih zraka na praskastom uzorku (PXRD)

Za razliku od prethodne metode,difrakcija rendgenskih zraka na praSkastom uzorku (kristali
prosjecne veli¢ine 10 um) ne zahtijeva velike,savrSene kristale. Iako ovu metodu karakerizira
nemogucnost razlikovanja solvatahidrata ili polimorfa od kokristala,vrlo je korisna u
proucavanju medusobnih prijelaza polimorfa pri razlicitim uvjetima kao 1 za proucavanje

procesa desolvatacije.



Infracrvena sprektroskopija (IR)

IR je uobicajena spektroskopska tehnika u odredivanju kemijske konformacije spojeva. Moze

biti vrlo mocan alat u razlikovanju kokristala od soli u nekim slu¢ajevima.

Ramanova spektroskopija

Ramanovom spektroskopijom ispituju se vibracijska, rotacijska i druga niskoenergetska
sistemska pobudenja. Temelji se na neelasticnom rasprSenju monokromatske svjetlosti,obi¢no
iz lasera. Kako ne postoje dvije razli¢ite molekule s istim vibracijama,Ramanov spektar
smatra se "otiskom prsta"molekule.Koristi se u identifikaciji polimorfa,u proucavanju
njihovih medusobnih transformacija,u kvantifikaciji pojedinih polimorfa u smjesama,za
odredivanje orijentacije kristala,u proucavanju hidrata kao 1 u analizi djelatne farmaceutske

tvari unutar finalnog oblika lijeka.

Nuklearna magnetska rezonancija ¢vrstog stanja (SSNMR)

Nuklearna magnetska rezonancija ¢vrstog stanja ¢esto se koristi za obiljezavanje Cvrste faze
koje se ne mogu proucavati SXRD metodom. Daje informacije o fizikalnim i kemijskim
svojstvima ¢vrstih formi, omogucuje specifi¢nu analizu elemenata razli¢itih nukleusa. koristi
se u istrazivanju i razvoju lijekova, (za identifikaciju i kvantifikaciju polimorfa,smjesa
polimorfa (hidrata/solvata) kao i karakterizaciju farmaceutskih kokristala Kako NMR ¢vrstih
oblika nije destruktivna metoda, materijal koriSten za analiziranje moze se koristiti i za

analizu drugim tehnikama.

Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (DSC)

Diferencijalna pretrazna kalorimetrija jedna je od najceSc¢e koriStenih termickih metoda u
proucavanju kokristala. Mjeri se toplinski tok povezan s transformacijama kao funkcijom
vremena 1 temperature. Ova tehnika omogucuje prikupljanje sveobuhvatnih podataka o
fizikalnim 1 kemijskim promjenama koje ukljuuju endotermne ili egzotermne procese.
Nadalje, sluzi i za odredivanje temperatura taliSta, vreliSta, stakliSta,vremena i1 temperature

kristalizacije,entalpije taliSta,termicke stabilnosti i kemijske 1 polimorfne Cistoce.



Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM)

Vrsta optickog mikroskopa koji usmjerava visoko-energetski snop elektrona sustavom
elektromagnetskih le¢a prema povrsSini uzorka. Elektroni medudjeluju sa atomima uzorka
proizvode¢i signale koji sadrze informacije o topografiji povrSine promatranih uzoraka.
Ovom metodom mogu se dobiti slike povrSine uzoraka visoke rezolucije koje prikazuju
detalje manje od 1 nm veli¢ine. U mnogobrojnim primjerima ovom metodom odredena je
veliCina Cestica kokristala. Pretrazni elektronski mikroskop omogucava do 250 puta vece

uvecanje od najboljih svjetlosnih mikroskopa. '°

2.7. KOKRISTALIZACIJA

Pogled na kristalizaciju tijekom posljednjih pet desetljec¢a bitno se promijenio. U
proslosti se smatralo kako jedna tvar moze kristalizirati na samo jedan nacin. Danas,
empirijski znamo da jedna tvar moze kristalizirati u vise razli¢itih kristalnih formi, a svaka

forma ima drugacija fizikalno-kemijska svojstva.

Kokristali su privukli paznju kao alternativni C¢vrsti oblik u razvoju lijekova. U kristalnoj
reSetki zajedno su inkorporirane farmaceutski prihvatljive 'gostujué¢e' molekule i djelatna tvar.
Na ovaj nadin dobivaju se kokristali poboljSanih fizikalno-kemijskih svojstava procesom

kokristalizacije.®

Kokristalizacija je rezultat kompeticije molekularnih veza izmedu slicnih molekula, ili
homomera 1 razli¢itth molekula ili heteromera. Vodikove veze su baza molekulskog
prepoznavanja pojava u farmaceutskim sustavima 1 odgovorne su za stvaranje molekulskih
veza izmedu jednakih molekulskih komponenti (jednokomponentni kristali i njihovi
polimorfi) i1 razli¢itih molekulskih komponenti (viSekomponentni kristali ili kokristali) u

obliku kristala.'®

Prema klasifikaciji ¢vrstih oblika farmaceutskih djelatnih tvari prikazanoj na slici 2 soli,

solvati i kokristali spadaju u visSekomponentne molekulske kristale.
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CVRSTI OBLICI FARMACEUTSKIH
DJELATNIH TVARI

OMPONENTNE

Slika 2. Klasifikacija ¢vrstog oblika farmaceutski djelatnih tvari, bazirana na strukturi i
sastavu
Zbog same prirode viSekomponentnih krutina,postoji znacajno preklapanje u definiranju soli,
kokristala 1 hidrata (Slika 3.), Sto uzrokuje probleme u njihovoj podjeli. Polaze¢i od te
¢injenice, neki autori smatraju da kokristali trebaju biti povezani sa solima zbog sli¢nosti u
definiranju granica podrucja prijenosa protona, nekih mjerljivih fizikalnih svojstava u otopini
kao $to su konstanta topljivosti (Ks) i raspon pH vrijednosti pri kojima je kokristal stabilan te

definirane stehiometrije.” Njihov odnos detaljnije je prikazan u nadolaze¢em poglavlju.

Slika 3.Podjela visSekomponentnih kristalnih oblika
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2.7.1. Kokristali u odnosu na solvate

Glavna razlika izmedu solvata i kokristala je fizikalno stanje izolirane ¢iste komponente: ako
je jedna od komponenti u tekué¢em stanju na sobnoj temperaturi, kristali su odredeni kao
solvati; ako su obje komponente na sobnoj temperaturi krutine, kristali su tada odredeni kao

kokristali.

2.7.2. Kokristali u odnosu na soli

Ponekad moze do¢i do zabune izmedu definiranja soli i1 kokristala. Razumijevanje osnovne
razlike izmedu formiranja soli i kokristala od velike je vaznosti. Soli i kokristali mogu se
smatrati suprotnim krajevima viSekomponentnih struktura. Soli su Cesto odabrane umjesto
slobodne kiseline ili baze jer mogu poboljsati kristalizaciju, topljivost i1 stabilnost
farmaceutskog spoja. Kada soli nemaju primjerena svojstva u ¢vrstom stanju ili ako ne mogu
biti formirane zbog odsutnosti ionskih mjesta API-a,alternativa je formiranje kokristala.
Formacija soli je kiselo-bazna reakcija izmedu djelatne farmaceutske tvari i kisele ili bazne
komponente.

Sol se formira transferom protona (H+) od kiseline (A) , bazi ( B)

A-H+B - (A) (B -H)

Kada do takvog transfera ne dolazi i komponente su prisutne u kristalu kao neutralni entiteti ,
produkt je obi¢no definiran kao kokristal. Drugim rije¢ima kokristal je A-B mjeSavina u kojoj
ne dolazi do transfera protona. Formiranje soli ili kokristala moze se predvidjeti na temelju
vrijednosti pKa ( konstante disocijacije) kiseline (A) i baze (B) . Soli se obi¢no formiraju kada
je razlika priblizno 2.7 pKa jedinica izmedu konjigirane baze i konjugirane kiseline [pKa (
baze) — pKa (kiseline) >2.7].

Primjer: sukcinska kiselina pri pKa 4.2 formira kokristal sa ureom kao bazom (pKa 0.1) dok
sa L-lizinom kao bazom ( pKa 9.5) formira sol. Obi¢no vrijednosti konstante disocijacije baze

nisu dovoljno velike da bi dozvolile transfer protona kad se formira kokristal."*

2.7.3.Kokristali farmaceutskih djelatnih tvari

Kako je ve¢ spomenuto, za vecéinu farmaceutskih djelatnih tvari postoji vise razli¢itih

pogodnih 1 nepogodnih kristalnih formi koje se mogu dobiti na razli¢ite nacine. Njih je
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potrebno dobro izuciti tijekom postupka razvoja potencijalnog lijeka. Odabir optimalne
kristalne forme API-a je vazan za procesiranje, primjenu lijeka i pravnu zastitu (pitanje

intelektualnog vlasnistva). *

Kokristal kao vrstu kristalne forme karakterizira svojstvo njegovih nenabijenih komponenata
da zasebno kristaliziraju. To su kristalni kompleksi gradeni od API-a, s drugom farmakoloski
prihvatljivom ili drugim rije¢ima GRAS (eng. Generally Regarded As Safe) molekulom.
Prihvatljivi kokristalni sucinitelji (koformeri, od eng. Co-crystal formers (CCF)) mogu biti
primjerice prehrambeni dodaci, konzervansi, vitamini, minerali,aminokiseline, biomolekule ili

neke druge farmaceutski djelatne molekule. '

Kokristali sa jednakim farmaceutskim sastojcima imati ¢e znatno drugacija svojstva (taliste,
topljivost, bioraspolozivost, vlaznost, kemijsku stabilnost, itd.),ovisno o prirodi druge
komponente. Neki od formiranih kokristala imali su viSe, a neki niZe tocke taliSta u usporedbi
sa Cistim komponentama, primjerice sukcinska kiselina ( M.P.135.3), urea ( M.P.188.9) te

kokristal sukcinske kiseline 1 uree.

Slika 4. Struktura kokristala sukcinske kiseline i uree

Razlicita istrazivanja kokristala ukljucuju:

o Formere kokristala za odredenu djelatnu tvar,
o Razvoj postupaka za pripremu farmaceutskih kokristala i nanokokristala,
o Kategorizaciju farmaceutskih kokristala,
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o Popis farmaceutskih kokristala,

) Polimorfizam kokristala '

2.7.4. Nacini dobivanja

U zadnjih petnaestak godina primijeé¢en je znacajan porast koriStenja mehanicko-kemijskih
metoda za istrazivanje API-a, ali i tehnika koje koriste pare otapala: ubrzano starenje (eng.

Accelerated aging) i sinteza potpomognuta parama otapala (eng.Vapour digestion)."”

Metode priprave kokristala:

o Kristalizacijom iz otopine
o Mljevenjem reaktanata u ¢vrstom stanju
o Kristalizacijom iz taline
o Reakcijskom kristalizacijom
o Kristalizacijom iz suspenzije
kokristalni
Gsti AP former  kokristal sa novim
i + strukturnim svojstvima
WAY —\WVWWYw
7 \w/ N /¥ V VN

Slika 5. Formiranje kokristala smjeStanjem API-ja 1 kokristalnog formera u istu kristalnu
strukturu.

Kristalizacijom iz otopine

Jedan on najuobicajenijih nacina za dobivanje kokristala je jednostavna kristalizacija API-a iz
prezasi¢ene otopine u prisutnosti kokristalnog formera. Uobicajena (u oko 40% slucajeva)
prezasi¢enost je postignuta sporim hladenjem nezasi¢ene mjeSavine dok nije postignuta
granica topljivosti. Alternativni postupci mogu ukljucivati sporu difuziju dviju komponenti
zajedno kroz difuzijski granicni sloj pri konstantnoj temperaturi, iako kokristali vece
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topljivosti od Cistih ¢vrstih oblika ¢esto ne mogu biti proizvedeni na ovaj nacin. Klju¢ za
racionalnu sintezu kokristala je razumijevanje binarnog ili ternarnog faznog ravnoteznog
dijagrama ukljucujuéi otapalo (ako je prisutno) i dvije smjese otopina. Binarni fazni dijagram
za dvije kokristalne komponente pokazuje eutekticke tocke izmedu svake faze i stoga
podrazumijeva postojanje i broj kokristalnih faza. Ternarni fazni dijagram odreduje relativna

topljivost dviju komponenti.

VODA

e KOKRISTAL KOFORMER

Slika 6. Binarni fazni dijagram

1) (2)

Slika 7.1zotermalni ternarni fazni dijagram sa dvije komponente sli¢nih topljivosti (1) i
razlic¢itih topljivosti (2)

Podrucje 1:otopina;2: A + otapalo;3:A + kokristal;4; B + otapalo;5: B+ kokristal; 6: kokristal

Mljevenjem
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Mljevenje potpomognuto malom koli¢inom kapljevine ili mokro mljevenje (eng. Liquid
assisted grinding ( LAG)) 1 suho mljevenje (eng. Neat grinding (NG)) svrstavaju se u
mehanicko-kemijske metode koje su se pokazale uspjeSne u istrazivanju novih polimorfa,
novih soli i kokristala farmaceutskih djelatnih tvari. Mokro mljevenje je obi¢no bolja tehnika
u usporedbi sa suhim mljevenjem jer su sintetizirani produkti vece kristalnosti. Najbolji
primjer za to vjerojatno je primjer kafeina 1 limunske kiseline. Mljevenjem kafeina i limunske
kiseline u mnozinskom omjeru 1:1, uz malu koli¢inu kapljevine nastaje jedan od mogucih

kokristalnih produkata, dok suhim mljevenjem ne nastaje o¢ekivani kokristal.'®
Reakcijskom Kkristalizacijom

Ukoliko su A i B komponente kokristala razlicitih topljivosti, kokrristalizacija iz otopine
moze rezultirati formiranjem jednokomponentnog kristala zato §to je prezasi¢enost izazvano
obzirom na manje topljiv reaktant ili obzirom na oboje. Postoji rizik kristaliziranja samog
reaktanta ili mjeSavine reaktanta i kokristala. Upravo se stoga razvila reakcijska kristalizacija.
Pokusi RK-e izvedeni su dodavanjem reaktanta B zasifenoj ili skoro zasi¢enoj otopini
reaktanta A te tada otopina postaje prezasi¢ena obzirom na kokristal AB, dok kokristalizacija
nastavlja dalje putem R, kao Sto je to prikazano na slici 5. 2). Ova metoda efikasnija je sa
razli¢itim koncentracijama otopina i kada su otopine zasi¢ene obzirom na reaktante. U jednoj
studiji (Childs et. al., 2008.) izvedeni su eksperimenti reakcijske kristalografije,dodavanjem
karbamazepina zasi¢enoj ili skoro zasi¢enoj otopini od 18 koformera odvojeno,te je dobiveno

nekoliko ¢&istih kokristala karbamazepina. '

2.7.5. Fizikalno-kemijska svojstva

Iako soli povecavaju bioraspolozivost API-a, vise od 30% farmaceutskih komponenata nema
optimalne funkcionalne skupine potrebne za nastajanje soli. S termodinamickog gledista,
kokristali API-a su stabilni i visokoenergetski sustavi. Zbog toga, priprava kokristala moze

potencijalno poboljiati topljivost, brzinu otapanja,stabilnost i higroskopnost API-a.”

Odredivanje fizikalno-kemijskih svojstava (kao S$to su mjera kristalnosti, taliste, topljivost,
konstanta stabilnosti u otopini i sl.) bitno je u ranijoj fazi istrazivanja novih formi kokristala.
Informacije dobivene ispitivanjem tih svojstava mogu biti upotrijebljene za odabir povoljnih
formi kokristala, koji su dobri kandidati za lijek '®
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TalisSte kokristala

Tocka taliSta je temperatura pri kojoj su Cvrsta i tekuc¢a faza u ravnotezi. To je temeljno
fizikalno svojstvo i vazno ga je razmatrati tijekom razvoja krutih lijekova. Postoje sloZene
korelacije izmedu tocke topljivosti farmaceutskog proizvoda i njegove obradivosti, topljivosti
1 stabilnosti. Provedena su mnoga istrazivnjai kako bi se utvrdilo da li se tocka taliSta mijenja
u odnosu na pojedine komponente i je li moguce procijeniti 1 podesiti taliSte unutar serije
kokristala. Aakeroy 1 suradnici (2009) pretpostavili su da tocka talista 1 topljivost u vodi API-
ja mogu biti pazljivo podesSeni kokristalizacijom API-ja s nizom koformera koji imaju sli¢nu
strukturu, ali pokazuju razli¢ite toCke taliSta. Ova pretpostavka dokazana je kristalizacijom
heksametilenbiscetamida, antitumorskog lijeka 1 pet razlicitih, istobrojnih alifatskih
dikarboksilnih kiselina u kojima je ostvaren niz kokristala zeljene strukturne konzistencije,
ukazujuéi na to da su toCke taliSta ovih pet kokristala direktno povezane s taliStima
dikarboksilne kiseline. Iz ovih rezultata moze se zakljuciti da bi kokristalimogli ponuditi
jedinstvene mogucénosti za razvoj novih ¢vrstih oblika lijekova c¢ija se fizikalno kemijska
svojstva mogu podesiti na zeljen i predvidljiv nac¢in. Medutim,dobiveni rezultati temelje se na

malom broju uzoraka te je potrebno daljnje istrazivanje unutar ovog podruja.'
Stabilnost kokristala

Tijekom ispitivanja stabilnosti kokristala moraju se ispitati sve moguce vrste stabilnosti
ovisno o njegovoj molekulskoj strukturi i svojstvima. Prikupljanje podataka o kemijskoj i
fizickoj stabilnosti odvija se pri tzv. "uvjetima ubrzane provjere stabilnosti“ kako bi se
odredilo vrijeme raspada kokristala i rok trajanja. Kod takvog procesa bitnu ulogu ima
koli¢ina vode koja sudjeluje ili se apsorbira tijekom raspada. Odredena koli¢ina vode prisutna
u kokristalu moze dovesti do promjene forme, razlaganja ili drugih posljedica. Takoder, bitnu
ulogu u ispitivanju stabilnosti kokristala imaju otpornost na temperaturne promjene i

stabilnost u otopini.*’

Topljivost kokristala

Topljivost je jo§S jedan vazan parametar za procjenu svojstva farmaceutskog kokristala.
Tradicionalne metode za poboljSanje topljivosti lijekova slabo topljivih u vodi ukljucuju
formiranje soli, ¢vrstu disperziju(emulziju) i redukciju veliine cCestica (mikronizacija).

Povecanje topljivosti slabo topljivih komponenti lijekova jedan je od glavnih razloga za
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istrazivanje kokristala. Veca topljivost je pozeljna u probavnom sustavu jer duze vrijeme
otapanja rezultira slabijom apsorpcijom lijeka. Vrijeme potrebno za postizanje ravnotezne
topljivosti takoder je kljuc¢an faktor u razvoju potencijalne kokristalne forme lijeka s obzirom

na vremenski period u kojem je lijek prisutan u Zeludcu i crijevima.

Postoji mnogo istrazivanja koja se bave ispitivanjem topljivosti kokristala u razli¢itim
medijima kao §to su voda, fosfatni pufer, simulirana Zeluc¢ana kiselina 1 simulirane crijevne
tekucine. U vecini istrazivanja ispituje se topljivost praha kroz odredeni period. Veli¢ina
Cestica je u nekim slucajevima kontrolirana, a u nekima nije, dok su u mnogim istrazivanjima

koriStene razli¢ite velicine Cestica kako bi se mogli medusobno usporediti.

Intrizi¢no otapanje

Intrizi€no otapanje mjeri brzinu otapanja Ciste komponente lijeka bez utjecaja veli¢ine Cestica
1 mjeri intrinzi¢na svojstva lijeka kao funkcije svojstava medija za otapanje npr. pH, ionska
jakost 1 protuioni. Uzorak koji se koristi u intrizickom testu otapanja je presan u disk ili pelet,
pri tome ne bi smjelo do¢i do nikakve promjene prilikom presSanja. i disk i pelet moraju
zadrzati oblik tijekom eksperimenta. Vecina API-a proucenih za kristalizaciju spadaju u BCS
Il (eng. Biopharmaceutics Classification System) lijekove,koji imaju visoku propusnost i

nisku topljivost.

Tablica 1. BCS klasifikacija

BCS razred Topljivost Propusnost % lijekova na %lijekova u
trzistu razvoju
I Visoka visoka 35 5-10
II niska visoka 30 60-70
I visoka niska 25 5-10
v niska niska 10 10-20

Lijekovi imaju hidrofobni dio koji je lipofilan i daje propusnost za lijek koji se vezuje na
receptor 1 hidrofilni dio molekule-vodikove veze koji daje topljivost. Potrebna je ravnoteza i
jednog i drugog dijela kako bi dobili idealnu molekulu lijeka, nazalost ti su spojevi

malobrojni.
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BioraspolozZivost kokristala

Bioraspolozivost jest brzina i stupanj apsorpcije ljekovite tvari iz farmaceutskog oblika
definirana krivuljom odnosa koncentracije i vremena u sistemskoj cirkulaciji ili izlu¢ivanjem

u urinu. ("Narodne novine" broj 124/97Pravilnik o ispitivanju bioraspolozivosti i

Krajnji cilj istrazivanja kokristalizacije je poboljSavanje bioraspolozivosti API-a.
Bioraspolozivost u zZivotinja vazan je parametar koji se uzima u obzir kod pripreme novih
oblika spojeva. Postoji ograni¢en broj studija utjecaja kokristala na bioraspolozivost kod
zivotinja. Kokristal glutarne kiseline 1 2-[4-(4-klor-2-fluorfenoksi)fenil [pirimidin-4-
karboksamida koriSten je za demonstraciju poboljSanja oralne bioraspolozivosti API-a kod

21
pasa.

Istrazivanja su potvrdila da je kod pasa izloZenih jednoj dozi kokristala doSlo do poveéanja
AUC(eng. Area under the plasma concentration time curve) (podruje ispod krivulje
koncentracije plazme u vremenu) za tri puta na dvije razliCite razine doze. Druga
farmaceutskokineticka istrazivanja na indometacin saharin kokristalu takoder su pokazala

poboljsanje bioraspoloZivosti kokristala u odnosu na &isti APLindometacin.*
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3. PRIMJERI IZ LITERATURE

U posljednja dva desetlje¢a povecala su se istrazivanjima na podru¢ju kokristalizacije
Sto je rezultiralo boljem shvacanju ove pojave ali i povecanju intelektualnog vlasnistva u tom
podrucje te konacno razvoju u regulatornom sustavu. Farmaceutski kristali su dobili su na
znacaju kao novi ¢vrsti oblik zbog njihove sposobnosti da moduliraju slabe fizicko-kemijske
osobine molekula lijeka. Medutim, farmaceutski razvoj kokristala je vrlo zahtjevan proces $to
onda ogranic¢ava njihovu primjenu u farmaceutskoj industriji.

Pregledom literature, utvrdeno je da su tablete koje sadrze djelatnu tvar escitalopram
oksalat bili prvi lijekovi na trzistu koji sadrze kokristal. Ova djelatna tvar primila je 2002.
godine od FDA dozvolu za primjenu. U to vrijeme nije bilo poznato da se radi o kokristalnom
obliku djelatne tvari koji se sastoji od escitalopram oksalata i1 oksalne kiseline. U
meduvremenu FDA 1 EMA (European Medicines Agency) predstavile su raspravnu
dokumentaciju o nacinu klasifikacije novih kokristala koji su usli u klinicka ispitivanja. Ova
dokumentacija sluzila je samo kao privremena smjernica, a s vremnom se definiraju stavovi,
pa tako EMA predlaze da se kokristalima pristupa na sli¢an nacin kao polimorfima i solima,
dok FDA smatra kokristale kao meduprodukte lijekova.

U meduvremenu, su u poljoprivrednoj industrijii pokazali kako je moguce uspjesno proizvest i
lansirati na trziste nove formulacije proizvoda. Naime, Faban® je nova inovativna formulacija
koja sadrzi kokristal od dva fungicida Pirimetanila i Ditianona. Kokristal smanjuje
nestabilnost Pirimetanila i rezultira boljom kontrolom bolesti. U slijede¢em dijelu dani su neki
primjeri iz literature koji govore o nacinu dobivanja i poboljSanim svojstvima aktivne tvari

primjenom kokristala. %

3.1. Rosuvastatin

Osjetljivost na svjetlo je problem za aktivnu tvar kao i za sami lijek, buduéi da svjetlost treba
kontrolirati ili iskljuciti tijekom sinteze lijeka, skladistenja, formulacije i kona¢no pakiranja.
Postizanje manje osjetljivosti na svjetlo djelatne tvari, moze dovesti do lakSe formulacije i
pakiranja uz istovremeno zadrzavanje ili ¢ak poboljSavanje roka trajanja proizvoda.

Rosuvastatin se koristi kao lijek za snizavanje lipida. On inhibira koenzim HMGCR (3-
hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A reduktaza) koji u organizmu kontrolira metabolicki put
koji proizvodi kolesterol 1 druge izoprenoide, a formuliran je kao amorfna sol hemikalcija.
Ova amorfna sol je osjetljiva na svjetlost. Prijavljeno je nekoliko kristalnih oblika
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Rosuvastatina (tablica 2). Jedan od njih je vanilin kokristal rosuvastatin hemikalcija povecava
osjetljivost na svjetlost. Izvanredno poboljSanje u pogledu degradacije moze se otkriti pomocu

kapljevinska kromatografije visoke u¢inkovitosti (HPLC metoda) te vizualno (slika 9).%*

Tablica 2: Cisto¢a odredena HPLC metodom za razli¢ita &vrsta stanja rousuvastatina

Cvrsto stanje Rosuvastatin | HPLC &isto¢a nakon | HPLC &isto¢a nakon | razlika nakon 15
hemikalcij soli 0 dana, % 15 dana, % dana
Amorfi (uzorak 1) 98,43 69,88 -28,55
Amorf (uzorak 2) 99,65 86,50 -13,15
Kristal, oblik A 99,64 94,15 -5,49
Kokristal sa vanilinom 98,90* 97,33 -1,57*
1:0,5

Slika 8. Amorfna Rosuvastatin hemikalcij sol (lijevo) i kokristal Rosuvastatin hemikalcij soli
vanilina (desno),nakon 15 dana izlaganja suncevoj svjetlost

3.2.Nilotinib hidroklorid

Higroskopnost je svojstvo tvari da upija vodu iz okoline. Djelatne tvari kod koji su
higroskopni moraju biti pazljivo tretirani obzirom na kontrolu klime tijekom proizvodnje i
pakiranja. Nilotinib je inhibitor tirozin kinaze. Koristi se u lijeCenju kroni¢ne mijelogene
leukemije. Lijek je formulacija nilotinib hidroklorid monohidrata. Nilotinib hidroklorid
postoji u nekoliko razli¢itih ¢vrstih oblika. Odabrani monohidrat API soli je slabo
higroskopan. Higroskopnost se moze dodatno smanjiti stvaranjem kokristala s fumarnom
kiselinom. Nastaje kokristalna struktura gdje je nilotinib protoniran, a fumarna kiselina
neutralna. Na temelju klasifikacije obzirom na higroskopnost, hidrokloridna sol je slabo
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higroskopna dok kokristal soli nije higroskopan (slika 9.). Smanjena higroskopnost
pojednostavljuje postupanje s lijekovima tijekom proizvodnje i skladiStenja; rok trajanja moze

P g s ce e v . . .24
se povecati i smanjiti troskovi pakiranja.

103 -+
——Nilotinib HCI fumarna kiselina kokristal
102 - . .
——Nilotinib HCI monohidrat
X 101 -
:f
S 100 _—
99 -
98 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
relativna vlaznost uzorka, %

Slika 9. Usporedba higroskopnosti Nilotinib HCl monohidrata i1 kokristala.

3.3.Farmaceutski kokristali fluoksetin hidroklorida (Prozac®)

Dostupnost i trziSna raspolozivost raznih API-ja kao kloridnih soli dobro je prepoznata, a
nedavno je zabiljezen pristup koriStenju takvih kloridnih soli, posebno fluoksetin hidroklorida
(fluoksetin HCl), kako bi se stvorili kokristali soli amin hidroklorida posredstvom klorida za
sintezu karboksilne kiseline. Fluoksetin HCI je farmaceutski djelatni sastojak koji se nalazi u
uobic¢ajenom antidepresivnom lijeku Prozac®. U ¢vrstom stanju pri sobnim uvjetima, poznata
je samo jedna kristalna faza, a dostupna je u obliku soli. Pokazano je da kokristalizacija ovog
API-ja modificira fizikalna svojstva fluoksetina HCI iako zadrzava formu hidrokloridne soli
API-ja. Fluoksetin HCI je kokristaliziran s benzojevom kiselinom (omjer 1:1), sukcinskom
kiselinom (2: 1) i fumarnom kiselinom (2: 1) putem tradicionalnih tehnika isparavanja. Za sva
tri kokristala, utvrdeno je da karboksilna kiselina tvori vodikovu vezu sa kloridnim ionom,
koji je zauzvrat stupio u interakciju s protoniranim aminom, stvarajuci time, u sva tri slucaja,
amin hidroklorid vodikovu vezu na dodatnu neutralnu molekulu. Eksperimenti za otapanje
praska provedeni su u vodi za tri nova kokristala §to je rezultiralo poboljSanjem profila

otapanja. Utvrdeno je da kokristal fluoksetin HCI: benzojeve kiseline ima smanjenje
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topljivosti u vodi za 50%, a kokristal fluoksetin HCI: fumarne kiseline ima tek neznatno
povecanje topljivosti u vodi. Medutim, kokristal fluoksetin HCI: sukcinske kiseline pokazao
je priblizno dvostruko povecéanje topljivosti u vodi nakon samo 5 minuta. Kompleks koji
nastaje izmedu sukcinske kiseline 1 fluoksetina HCI se raspada u otopini kako bi se dobile
Ciste komponente nakon oko 1 sata. Ono §to je interesantno u ovoj studiji je da se
jednostavnim vodikovim vezama hidrokloridne soli API-ja sa slicnim formerima kokristala

mogu stvoriti izrazito razli¢iti profili otapanja. >

3.4.Kokristal melanina i cijanurne Kkiseline

Pocetkom 2007. FDA je zaprimila viSe od 4000 prituzaba vlasnika kuénih ljubimaca koje su
se odnosile na smrt zivotinja nakon uzimanja hrane koja je kasnije povucena. Izvijesteno je
kako je vecina tih smrtonosnih incidenata uzrokovana akutnim zatajenjem bubrega. U pocetku
je melamin, koji je zapazen u zarazenim proizvodima, bio osumnji¢eni kontaminant, buduci
da se ta posebna kemikalija moze namjerno dodati kako bi se povecao prividni sadrzaj
proteina hrane. Medutim, melamin se smatra relativno netoksi¢an, (kod Stakora je zabiljezena
oralna letalna doza 50 (LDsp) od 3100 mg/kg za muskarca i 3900 mg/kg za zenu. Koli¢ina
melamina promatrana u tim incidentima nije bila na razinama koje bi u normalnim
slu¢ajevima bile smrtonosne. Tijekom ispitivanja hrane za Zivotinje, cijanurinska kiselina,
drugi relativno netoksi¢ni spoj, takoder je identificiran u hrani za kuéne ljubimce kao
kontaminant. lako su melamin i cijanurinska kiselina relativno sigurni pojedinac¢no, u

literaturi nije bilo podataka koji bi mogli utvrditi mogucu toksi¢nost njihove kombinacije.

Medutim, utvrdeno je da njihovom kombinacijom nastaje kokristal melamin-cijanurne
kiseline koji je izrazito netopljiv u vodi. Kombinacija melamina i cijanurne kiseline moze
rezultirati intra-tubularnim taloZzenjem melamin-cianurinske kiseline u bubregu. Mehanizam
povezan s oSte¢enjem bubrega jos nije potpuno shvacéen. Istrazivanje koje je provedeno na
Bergh Memorial Animal Hospital u New Yorku otkrilo je da su nastali kokristali blokirali
putove koji su vodili iz bubrega u mjehur macaka, a toksikoloska procjena melamina i
cijanurne kiseline pokazala je da jedno oralno izlaganje macaka kokristalu melamin-cijanurne
kiseline pri koncentraciji od 32 mg/kg tjelesne tezine moze dovesti do akutnog zatajenja
bubrega. Cini se jasnim da je nastanak nisko topljivog kokristala melamina i cijanurne

kiseline odgovoran za ove incidente. Mozda je ova studija slu¢aja melamina:cijanurne kiseline
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prvi primjer koji pokazuje kako kokristali mogu znacajno mijenjati relevantna fizicka svojstva

na negativan nacin.”

3.5.Kokristal indometacina

Indometacin je nesteroidni protuupalni analgetik (NSAID) u Sirokoj je upotrebi za lije¢enje
artritisa. Indometacin je prakticki netopljiv u vodi (2,5-4 pg/ml,pripada BCS klasi II) $to
predstavlja izazov u razvoju njegove formulacije za primjenu. Razli¢iti kristalni pripravnici,

ukljucujuéi saharin, koriSteni su pri pretrazivanju kokristala indometacina.

Struktura indometacin saharinskog kokristala (IND-SAC cocrystal) odredena je iz podataka
difrakcije X-zracenja jednog kristala. Procjenjuju se farmaceutski relevantna svojstva kao $to
su brzina otapanja i dinamicka sorpcija para (eng. dynamic vapour sorption DVS) IND-SAC-

kokristala.

(@

Indomethacin (IMC) Saccharin (SAC)

Slika 10. Indometacin 1 saharin

IND-SAC kokristali dobiveni su iz etil acetata. Fizikalna karakterizacija pokazala je da je
IND-SAC kokristal jedinstven u odnosu na toplinske, spektroskopske 1 rendgenske
difrakcijske znafajke. Brzina otapanja IND-SAC bila je znatno brza od stabilnog
indometacina a oblika. DVS studije pokazuju da su kokristali dobili manje od 0,05% teZine na

98% relativne vlaznosti.
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IND-SAC-kokristal je formiran s jedinstvenim 1 zanimljivim karbonskim 1 imidnim dimernim
sintonima povezanim slabim N-H --- O vodikovim vezama. Kokristali su karakterizirani
znatno brzom brzinom otapanja od indometacina (a-oblik) u fosfatnom puferu pH 7.4 i bili su

nehigroskopni

3.6.Kurkumin

Kurkumin je aktivni sastojak kurkume, korjenaste biljke iz porodice dumbira koja se od
davnina cijeni zbog blagotvornih nutritivnih svojstava. Kurkuma sadrzi 2-5% kurkumina koji
se postupkom ekstrakcije izdvaja i na taj se nacin dobiva ekstrakt koji uobic¢ajeno sadrzi 95%
kurkumina. Provedeno je i objavljeno preko 5000 studija o njegovim ljekovitim svojstvima te

u usporedbi sa konvenkcionalnim lijekovima nema Stetnih nuspojava.

Unato¢ brojnim dokazanim ljekovitim svojstvima, nije deklariran kao lijek zbog vrlo male
topljivosti (8mg/L) i vrlo niske bioraspolozivosti (0,051 pg/ mL) te zbog brzog metabolizma u

jetri i crijevnom zidu (poluvrijeme eliminacije < 2h).

Cilj istraZivanja bio je pokuSati poboljSati bioraspoloZivost i1 topljivost molekule kurkumina.
Na pocetku istrazivanja pronadena su, uz jednu ve¢ otprije poznatu i deklariranu kristalnu
strukturu, jo§ dva nova polimorfa. Polimorfi poboljsavaju topljivost i bioraspolozivost no
glavni izazov kod polimorfa je metastabilni polimorf koji ima obi¢no najvisu topljivost, ali se
vremenom mozZe transformirati u onaj stabilniji. Pokazalo se da unutar nekoliko sati forma 2 1
3 prelaze u formu 1 (slika 11.) te zapravo nema neke prednosti osim Cinjenice da ta dva
polimorfa postoje. Ti polimorfi imaju ogranic¢enu stabilnost u prakticnom smislu te se stoga

istrazivanje usmjerilo na kokristale.?®

Formal \ . . Forma2

-

= Kurkumin \
Am E ; Forma 3

Preklapanje molekula  movi kokristal
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Slika 11. Cvrsti oblici kurkume *’

Pitanje koje se postavlja je '"Moze li se napraviti stabilna,topljiva molekula kurkumina za
oralnu upotrebu u obliku kokristala?''

Prema rezultatima istrazivanja iz 2015.godine uspjesno su sintetizirani kokristali kurkumina
sa rezorcinolom i pirogalolom kao koformerima, metodom mljevenja uz malu koli¢inu
kapljevine. Kokristali kurkumin-rozorcinola 1 kurkumin.pirogalola dobiveni su u
stehiometrijskom omjeru 1:1 te je provedena karakterizacija difrakcijom rendgenskih zraka na
kristalu, Ramanova spektroskopija, IR, nuklearna magnetska rezonancija ¢vrstog stanja te
DSC. Tocka taliSta dobivenih kokristala izmedu je toCke taliSta kurkumina i koformera,
kokristal kurkumin-pirogalola topljiviji je 14 puta, dok je kokristal kurkumin-rezorcinola
¢istog kurkumina §to je dobro,ali ne dovoljno da bi doslo do njihove primjene i proizvodnje u
dugoro¢nom smislu. Jo§ uvijek traju istrazivanja kako bi se pronasli bolji 1 odgovarajuéi

koformeri.?%*8

Kurkumin rezocnol (1:1) Kurkumin pirogalol (1:1)
koknstal koknstal

Slika 12. Kokristal kurkumina sa rezorcinolom i pirogalolom®’
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4. ZAKLJUCAK

Pravi je izazov danasSnjice prona¢i nove lijekove bolje ucCinkovitosti. Usprkos
znacajnim uspjesima u otkrivanju novih lijekova, joS uvijek postoje medicinska stanja koja
trebaju odgovarajucu terapiju. Trzi$ni potencijal i konkurencija medu tvrtkama ubrzali su
proces otkric¢a i razvoja lijekova. Rezultat "farmaceutske groznice" jesu slaba biokemijska
svojstva velikog broja lijekova. Procjenjuje se da se oko 40% odobrenih lijekova i skoro 90 %
lijekova u razvoju sastoji od slabo topljivih molekula. Modifikacija i poboljSavanje
formulacija postoje¢ih lijekova danas postaje glavni izazov kojim se bavi farmaceutska

industrija.

Dobivanje farmaceutskih kokristala te njihova uspjeSna proizvodnja i primjena ne
predstavljaju viSe samo alternativhu metodu za poboljSanje fizikalno-kemijskih svojstava i
vece bioraspolozivosti lijekova, nego sve viSe postaju nuznost u borbi za opstanak na

zahtjevnom farmaceutskom trzistu.
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