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SAZETAK

In vitro ispitivanje oslobadanja djelatne tvari provodi se prema definiranom postupku,
propisanom od strane odgovaraju¢ih regulatornih tijela, koji se posebno razvija za pojedinu
djelatnu tvar. Ponekad je za jednu djelatnu tvar predlozeno vise metoda koje se razlikuju po
namijenjenim medijima i/ili aparaturi.

U ovom radu ispitana je ekvivalentnost i zamjenjivost dviju in vitro metoda oslobadanja za
djelatnu tvar celekoksib, propisanih od strane Americke agencije za hranu i lijekove (FDA).
Provedena su ispitivanja oslobadanja prema USP 2 metodi u dva razli¢ita medija: 1) otopini
natrijeva fosfata s natrij lauril sulfatom te 2) zelucanoj tekuéini s pepsinom, natrijevim
hidroksidom i natrij lauril sulfatom. Uzorci su analizirani na UV/Vis spektrofotometru.
Dobivene koncentracije prikazane u ovisnosti o vremenu daju profile oslobadanja koje je bilo
potrebno usporediti. Slicnost profila provjerena je usporedbom na tri naina: koriStenjem
metoda ovisnih o0 modelu, metoda neovisnih o modelu te statistickim usporedbenim metodama.
Oba profila zadovoljavaju¢e se mogu opisati Korsmeyer-Peppasovim modelom ¢iji izracunati
parametri ukazuju na medusobnu sli¢nost. Vrijednosti faktora sli¢nosti i faktora razlike te
gotovo sve vrijednosti T-testa i statistiCke analize varijance takoder ukazuju na sli¢nost profila,
a time 1 na ekvivalentnost metoda. U desetoj i dvadesetoj minuti, medutim, nulta hipoteza o
sli¢nosti opovrgnuta je p-vrijednostima manjima od 0,05. Tada je, naime, koli¢ina oslobodene
tvari u mediju 2 nezanemarivo veca od one u mediju 1.

Kljucéne rijeci: celekoksib, in vitro ispitivanje, Korsmeyer-Peppasov model, statisticke metode



ABSTRACT
Development of in vitro drug release method

In vitro drug release testing is performed according to a defined procedure enjoined by
appropriate regulatory authorities and specifically developed for each active substance. In some
cases, multiple methods of dissolution testing that vary in used media and/or apparatus are
proposed for one active substance.

This paper examines interchangeability of two FDA-recommended in vitro dissolution methods
for the substance celecoxib. Dissolution tests were performed according to USP 2 method in
two different media: 1) sodium phosphate solution with sodium lauryl sulfate and 2) simulated
gastric fluid with pepsin, sodium hydroxide and sodium lauryl sulfate. Samples were analyzed
using UV/Vis spectrophotometer. Dissolution profiles, shown as concentrations as a function
of time, were compared. The similarity between the profiles was investigated using model-
dependent, model-independent and statistical methods. Both profiles could be described
adequately by the Korsmeyer-Peppas model, whose calculated parameters indicate similarity.
The values of similarity and difference factors, as well as almost all values of the T-test and the
statistical analysis of variance, also indicated the similarity of the profiles and thus the
equivalence of two methods. The null hypothesis of similarity was, however, refuted at the tenth
and twentieth minute by p-values less than 0.05. The amount of substance released in medium
2 was significantly greater than that in medium 1 at these time points.

Key words: celecoxib, in vitro testing, Korsmeyer-Peppas model, statistical methods
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1. UVOD

Jedna od vaznijih karakteristika lijeka je njegova bioraspolozivost, koja je definirana kao omjer
koncentracije lijeka koji nepromijenjen dospijeva u krvotok nakon primjene bilo kojim putem
I koncentracije lijeka u krvi nakon intravenske primjene. BioraspoloZivost nakon intravenske
primjene jednaka je 1 (100 %), dok je za druge puteve primjene uglavnom manja od 1. To je
slucaj 1 za oralne dozirne oblike. Naime, nakon uzimanja, pripravak mora pro¢i kroz nekoliko
,prepreka‘ ne bi li se apsorbirao u krvotok i postao dostupan za namijenjeno mjesto djelovanja.
Apsorpcija ovisi o otpustanju, odnosno oslobadanju djelatne tvari iz dozirnog oblika, njegovoj
topljivosti u fizioloSkim uvjetima te permeabilnosti kroz membranu.

S obzirom na topljivost i permeabilnost lijekovi se svrstavaju u Cetiri skupine prema BCS
klasifikaciji (engl. Biopharmaceutical Classification System): 1) visoka permeabilnost i
topljivost, Il) visoka permeabilnost i niska topljivost, I11) niska permeabilnost i visoka topljivost
i 1V) niska permeabilnost i topljivost. Buduci da su novi lijekovi sve Ce$ce slabo topljivi i
pokazuju nezadovoljavajuce karakteristike oslobadanja, provode se brojne izmjene s ciljem
poboljsanja istih. Sve provedene promjene potrebno je, naravno, provijeriti i ispitati. Kako bi se
izbjegla komplicirana 1 nepotrebna ispitivanja na ljudima, posljednjih desetlje¢a masovno se
razvijaju in vitro ispitivanja oslobadanja pomoc¢u kojih se mogu dobiti jednako vrijedni
rezultati, ukoliko je metoda kojom se ispituje kvalitetna. In vitro podaci potom se koreliraju s
in vivo ponasanjem. (2]

Tako je u ovom radu cilj bio ispitati kvalitetu, odnosno funkcionalnu zamjenjivost dviju metoda
predlozenih po FDA (engl. Food and Drug Administration) za in vitro ispitivanje oslobadanja
celekoksiba.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Faze razvoja lijekova

2.1.1. Otkrivanje

Pocetni cilj, pri samom otkrivanju lijeka za specifi¢énu bolest, je razumjeti mehanizme bolesti
odnosno identificirati sudionike i puteve Kkoji uzrokuju razvoj i/ili napredak bolesti te tako
definirati potencijalne tzv. mete (ljudskog ili neljudskog podrijetla) na koje ¢e se moci vezati
molekula s pozitivnim djelovanjem. Sljedeci korak je pronaéi upravo takvu molekulu koja ¢e
se vezati na metu na Zeljen nacin. TraZzena molekula moZe biti mala kemijska tvar ili velika
bioloska molekula te upravo o tome ovisi nacin potrage koja ¢e se provoditi. Nakon dobivenih
rezultata potrebno je suziti izbor na molekule koje, osim §to se veZu na metu, pokazuju ljekovita
svojstva te su opéenito pogodnih karakteristika za daljnji razvoj. ]

2.1.2. Razvoj i predklini¢ka ispitivanja

Razvoj farmaceutskih dozirnih oblika, ukratko, podrazumijeva predformulacijska ispitivanja,
razvoj 1 validaciju analitickih metoda, dizajn, razvoj, uvecanje i optimizaciju formulacija i
proizvodnog procesa, ispitivanje raznih stabilnosti i in vivo bioraspolozivosti. Ispitivanja se
kombiniraju, medusobno isprepli¢u i nadopunjavaju, a nova Se saznanja konstantno prenose s
jednog podrucija u drugo u svrhu daljnjih poboljsanja. U nekoliko koraka razvoja pojavljuje se
tzv. probir (engl. High-Throughput Screening, HTS), vrsta tehnologije kojoj je cilj u kratkom
vremenu ispitati traZzena svojstva (bilo djelatne ili pomo¢nih tvari) velikom broju kandidata
kako bi se pronasli oni koji imaju najveci potencijal za nastavak razvoja.

Najcesce odabirano agregacijsko stanje djelatne tvari (engl. Active Pharmaceutical Ingredient,
API) je Cvrsto stanje zbog sposobnosti kristaliziranja, a time i mogucénosti procis¢ivanja,
jednostavnijeg rukovanja i vec¢e kemijske stabilnosti u odnosu na kapljevine. Na temelju
unutraSnje strukture, ¢vrste tvari se mogu podijeliti u tri skupine: amorfne tvari, tekuce kristale
i kristalne tvari. Cisti kristali mogu formirati soli, solvate (hidrate) ili kokristale. Upravo se
mijenjanjem i pronalaskom optimalne strukture ¢vrste tvari moze manipulirati svojstvima koja
utjeCu na krajnju kvalitetu, svojstva i proizvodnju lijeka. Idealna forma za daljnje razvijanje je
jednofazan, kristalni oblik koji nije higroskopan, posjeduje izvrsnu termicku, fizikalnu i
kemijsku stabilnost, moZe se kontinuirano i reproducibilno proizvoditi u velikim koli¢inama s
visokim stupnjem iskoriStenja i ¢istoce. U tu svrhu, prije no $to se po¢ne s razvojem formulacije,
provode se tzv. predformulacijska ispitivanja koja ¢e kao predznanje, osim pri odabiru
optimalne strukture API-ja, posluziti i u kasnijem dizajnu i razvoju cjelovitog dozirnog oblika,
kako za predklinicka tako 1 za klinicka ispitivanja. Predformulacijska ispitivanja ukljucuju:
karakterizaciju, odnosno odredivanja fizikalno-kemijskih svojstava API-ja, odredivanje
konstante disocijacije, koeficijenta raspodjele, veli¢ine i morfologije Cestica, kristalini¢nosti,
termalnu analizu, ispitivanje topljivosti u organskim i farmaceutskim otapalima, ispitivanje
kompatibilnosti s pomo¢nim tvarima, namjerno izlaganje API-ja ekstremnim uvjetima s ciljem
utvrdivanja promjene svojstava i slicno. Optimiziraju se i relevantne analiticke metode koje ¢e



se koristiti 1 u kasnijim fazama razvoja. Najvise obecavaju¢im kandidatima ¢e se, nadalje,
poboljsavati specificnost i mo¢ djelovanja, kemijska i metabolicka stabilnost, topljivost te
ostala farmakoloska svojstva.

Bioraspolozivost lijeka uvelike ovisi 0 njegovoj topljivosti pa je stoga to njegovo fizikalno-
kemijsko svojstvo jedno od najvaznijih koje je nuzno odrediti u po¢ecima razvoja te onda po
potrebi modificirati. Na primjer, bioraspolozivost lijekova za oralnu primjenu, kao krajnjeg
proizvoda, ovisi, izmedu ostalog, o oslobadanju i otapanju djelatne tvari u probavnom sustavu.
Ukoliko je API lipofilna molekula slabo topljiva u vodenom mediju, njegova apsorpcija ¢e biti
ograni¢ena, odnosno lijek ¢e imati malu bioraspolozivost. 1z tog razloga provode se
preliminarna istrazivanja oslobadanja i otapanja u biorelevantnim medijima, odnosno u
uvjetima koji simuliraju one u probavnom sustavu covjeka (ili Zivotinje).

U fazi probira formulacija, ispituju se 1 medusobno usporeduju razli¢iti koncepti dostave lijeka:
enteralno, parenteralno, lokalno, a svaki od njih ima podtipove. Optimalan koncept izabire se
obzirom na stabilnost, djelotvornost i izvedivost formulacije. Ovisno o odabranom putu dostave
lijeka, API se moze stabilizirati, moZze mu se povecati bioraspolozivost ili modificirati profil
oslobadanja raznim nacinima pripravljanja: stvaranjem otopina, mikrosuspenzija,
nanosuspenzija, susenjem rasprsivanjem, suhim granuliranjem, komprimiranjem itd. Ovisno o
pripravku, koriste se razliite analiticke tehnike za karakterizaciju formulacije 1 ispitivanje
stabilnosti. To uklju¢uje utvrdivanje ujednacenosti komponenata, pH vrijednosti, gustoce, in
vitro oslobadanja, raspodjele veli¢ina Cestica, fizikalnih svojstava, udjela vlage.

Slijedi niz djelovanja u smislu poboljSanja ukupne upotrebljivosti lijeka, ukljucujuéi i1
dodavanje pomo¢nih tvari. Buduc¢i da su novi kandidati sve ¢esce slabo topljive tvari s malom
bioraspolozivosti, formulatori ¢e morati upotrijebiti niz latentnih otapala, povrsinski aktivnih i
drugih pomo¢nih tvari kako bi se topljivost i otpor precipitaciji povecali te se tako postigao
zeljeni in vivo profil. Potrebno je formirati prototip s pomoénim tvarima za koje se smatralo da
su svrsishodne i provesti in vitro karakterizaciju kako bi se ustanovile moguce fizikalne i/ili
kemijske promjene stabilnosti. Na red zatim dolazi prvo farmakokineticko (FK) i ispitivanje
bioraspoloZivosti na zivotinjama.

Na Zivotinjama se provode ispitivanja koja, osim farmakokinetike, podrazumijevaju 1 testiranje
djelotvornosti i sigurnosti. Rana ispitivanja djelotvornosti (ispitivanje farmakodinamike i
rasporeda doziranja) provode se na miSevima i Stakorima, a ispitivanja sigurnosti (pronalazak
korisnog a sigurnog raspona doza 1 najvece podnosljive doze) uz spomenute glodavce, provode
se i na ostalim vrstama. Opcenito, faza u kojoj se nalazi ispitivana tvar, uz raspolozivu koli¢inu
vremena 1 dotad prikupljeno znanje, nafin doziranja, trajanje ispitivanja, testne vrste, put
primjene i raspon doza imaju znacajnu ulogu u razvoju trenutnog dozirnog oblika.

Za posljednja 1-3 kandidata provode se ispitivanja toksi¢nosti, odnosno procjenjuju rizici
povezani uz kratkotrajno 1 dugotrajno izlaganje gotovom proizvodu. To ukljucuje ispitivanje
kancerogenosti, imunotoksi¢nosti, fototoksi¢nost, reproduktivne i1 razvojne toksiCnosti,
genotoksi¢nost i lokalne tolerancije.



Za svaku daljnju promjenu pomo¢nih tvari, treba imati na umu da uz njihova pozitivna svojstva,
postoji mogucénost promjene farmakokinetike, djelotvornosti i toksi¢nosti te je navedeno
potrebno ponovno ispitati u in vitro ili in vivo modelima.

Nakon $to je konacno razvijen ucinkovit, a siguran lijek, te je to potvrdeno od strane
odgovarajuc¢ih regulatornih tijela, moguce je zapoceti s ispitivanjem na ljudima.

Genericki lijekovi, za razliku od originalnih, ne slijede identic¢an, prethodno opisan, put razvoja.
Za njih postoji mogucnost odbacivanja dijelova predklini¢kih i klini¢kih ispitivanja, ukoliko je
razvijena vazeca in vitro metoda koja vrlo dobro oponasa in vivo uvjete [in vitro—in vivo
korelacija (IVIVK); detaljnije opisana u 2.3.]. -]

2.1.3. Klini¢ka ispitivanja

Primarna zadaca klinickih ispitivanja je dokazivanje sigurnosti i u¢inkovitosti novog ljekovitog
entiteta. Dijelovi ispitivanja opisanih u 2.1.2., nerijetko se provode i za vrijeme pocetnih
klini¢kih ispitivanja. Klju¢ za uspjesno provodenje klinickih ispitivanja je, zato, medusobna
komunikacija 1 razmjena znanja izmedu svih ukljucenih u projekt: zaduZenih za otkrivanje 1
razvoj, kontrolu 1 osiguranje kvalitete, regulatornog 1 medicinskog osoblja, klinic¢kih istraZitelja
te proizvodaCa materijala za klinicka ispitivanja.

Ispitivanja se mogu podijeliti u Getiri faze: [-%!

Faza I: Provode se pocCetna ispitivanja sa svrhom odredivanja sigurnosti i FK lijeka te nuspojava
povezanih s pove¢anjem doze u zdravim dobrovoljcima. Ponekad se sakupljaju i preliminarni
dokazi djelotvornost. Budu¢i da ¢esto jo§ nisu dovrSena formulacijska ispitivanja, koriste se
jednostavniji pripravci, tipicno kapsule.

Faza Il: Ispituje se ucinkovitost lijeka za odredenu bolest, njene znakove ili simptome u
pacijentima te pojava uobicajenih kratkoro¢nih nuspojava i utvrdivanje rizika povezanih s
doziranjem.

Faza Il1l: Provode se proSirene studije (velik broj pacijenata-ispitanika) nakon preliminarnih
ispitivanja sigurnosti i ucinkovitosti. Cilj je sakupiti dodatne informacije za procjenu
cjelokupnog odnosa Koristi i rizika povezanih uz koristenje lijeka. Formulacija koja se u ovoj
fazi ispituje je ona koju se kani prodavati. Po zavrSetku ove faze, lijek se moze predati Agenciji
za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) na evaluaciju i odobrenje za
plasman na trziste.

Tijekom faze Il ili 11l moze se uspostaviti i IVIVK postoji li odgovarajucéi test oslobadanja.

Faza 1V: Nakon odobrenja provode se daljnja, dugotrajnija ispitivanja kako bi se sakupile
dodatne informacije o rizicima, dobrobiti i optimalnoj upotrebi.



2.2. In vitro ispitivanje oslobadanja

In vitro ispitivanje oslobadanja je opéeprihvacena analiticka tehnika koja sluzi za opisivanje
karakteristika oslobadanja djelatne farmaceutske tvari i konzistencije farmaceutskog proizvoda.
Metoda oslobadanja se razvija zasebno za svaki proizvod. To ukljucuje primjenu razli¢itih
aparatura, brzina mijesanja i medija u kojem se ispituje oslobadanje. MoZe se koristiti za oralne
i ne-oralne (posebne) dozirne oblike. Gotovo svi ¢vrsti dozirni oblici moraju imati razvijen test
oslobadanja. Buduéi da su ¢vrsti oralni pripravci najéesée upotrebljavana vrsta dozirnog oblika
te su na njima provedena ispitivanja opisana kasnije u ovom radu, sav daljnji tekst odnosi se na
njih.

Kako bi API imao terapeutski u¢inak, bilo lokalno u probavnom sustavu ili na drugom mjestu
do kojeg je dosao krvotokom nakon apsorpcije, mora se najprije osloboditi iz ¢vrstog dozirnog
oblika u probavni sok. Upravo brzinom i opsegom kojim se apsorbira iz dozirnog oblika i
postaje dostupnim za reakciju, definirana je sama bioraspoloZivost lijeka. [*?]

Veoma korisnim u nacinu klasificiranja ljekovitih tvari, a time i bioraspolozivosti lijeka,
pokazao se BCS sustav koji ih svrstava u jedan od Cetiri razreda ovisno o njihovoj topljivosti u
vodenom mediju, uzimajuéi u obzir i dodatne podatke dobivene ispitivanjem oslobadanja, i
intestinalnoj permeabilnosti kako je navedeno u Uvodu.

2.2.1. Mehanizam oslobadanja tvari

Oslobadanje tvari iz ¢vrste formulacije, u teoriji Se sastoji od tri stupnja: (1) odvajanje molekula
od krutine, (2) solvatacija odvojenih molekula u miruju¢em sloju otapala koji se nalazi uz
povrsinu ¢vrste formulacije 1 (3) transport (difuzija) solvatiranih molekula lijeka iz mirujuceg
sloja u masu otapala. Brzinama procesa upravljaju termodinamicka svojstva krutine i
molekularnih interakcija otapala i otopljene tvari. Oslobadanje tvari kontrolirano relativno
sporim procesom difuzije, moze se ubrzati mijeSanjem otopine jer se time, za transportiranje
molekula u otopinu, uvodi dominantniji i brzi, konvektivni mehanizam prijenosa.

Matematicko opisivanje samog procesa oslobadanja tvari iz ¢vrste formulacije nije lak zadatak
jer su Cestice razli¢itih oblika i veli¢ina i jer se povrsina s koje molekule odlaze mijenja u
vremenu. Bez obzira na kompleksnost procesa, uz odredene pretpostavke, razvijeni su prikladni
modeli.

2.2.2. Razvoj i vrijednost testa oslobadanja

Proces razvoja testa oslobadanja moze biti sloZen ili jednostavan, ovisno o tome pokazuje li
lijek probleme povezane s topljivoscu ili ne. Razvoj zapocinje upravo ispitivanjem topljivosti
APl-ja kroz cijeli fizioloski raspon pH vrijednosti. Time su dobivene temeljne informacije o
potrebama koje treba zadovoljavati medij za ispitivanje. Ishod ispitivanja moze uvelike ovisiti
o mediju u kojem se provodi ispitivanje, pogotovo ako su ljekovita /ili pomo¢ne tvari slabo
topljive 1/ili ionizirajue. Odgovaraju¢i medij, s optimalnom pH vrijednos$¢u, dobiva se
kombiniranjem razli¢itih otapala, surfaktanata, enzima i slicnog. Osim zadovoljavajucih
fizikalnih uvjeta, vaZzan je i volumen medija zbog zahtjeva za stalnom nezasi¢enos¢u otopine



tijekom cijelog provodenja ispitivanja. Potrebno je osigurati i mijeSanje otopine te, opéenito,
koristiti ispravnu aparaturu (opisanu u 2.2.3) za postizanje zeljenih uvjeta.

Opcenito, ispitivanje oslobadanja ovisi 0 primijenjenoj metodi. Znacajno razli¢iti, a istiniti
podaci mogu se dobiti ispitivanjem istog proizvoda koristenjem razlicitih metoda. Metode se
mogu razlikovati po svojstvima koriStenog medija (volumenu, pH, ionskoj jakosti,
surfaktantima, latentnim otapalima, aeraciji), aparaturi, brzinama mijeSanja, temperaturi,
poziciji dozirnog oblika u mediju, mjestu uzorkovanja, okolisnim uvjetima. Navedene faktore
morat ¢e se stoga pazljivo mjeriti i motriti prilikom svih ispitivanja, kako bi interpretacija i
primjena testa oslobadanja bili ispravni.

Oslobadanje djelatne tvari iz ¢vrstog dozirnog oblika, odnosno njen profil oslobadanja, osim
promjenom raznih parametara samog testa oslobadanja, moZe se mijenjati i promjenom
kvantitativnog i kvalitativnog sastava lijeka, fizikalnih svojstava aktivnih i neaktivnih
komponenata te proizvodnog procesa. Na profil oslobadanja tako moZe utjecati: promjena
svojstava praska (npr. raspodjela veli¢ina Cestica aktivnih/neaktivnih tvari), polimorfizam API-
ja, gustoca zrnaca, viskoznost polimera i izvor pomo¢nih tvari, primjena razli¢itih proizvodnih
procesa kao $§to su direktna kompresija i vlazno granuliranje, promjena uvjeta/parametara
granuliranja, ja¢ine kompresije i parametara procesa oblaganja. Neke od preinaka mogu, ali i
ne moraju, uzrokovati i promjene u bioloSkom ponasanju 1 raspolozivosti lijeka.

Upravo osjetljivost i prilagodljivost testa oslobadanja korisne su karakteristike zbog kojih je
isti postao vazna analiticka tehnika. Pazljivo odabranom metodom koja je robusna, obnovljiva
1dovoljno diskriminirajuca, ispitivanjem oslobadanja, u kontroliranim uvjetima, mogu se uociti
eventualne promjene u sastavu, svojstvima materijala i proizvodnom procesu. In vitro
ispitivanja oslobadanja tvari stoga su uvedena i koriste se u razli¢itim fazama razvoja lijeka
zbog razli¢itih razloga. U predklinickom razvoju, oslobadanje API-ja Cesto se proucava u
biorelevantnim uvjetima kako bi se procijenila vjerojatnost da ¢e upravo oslobadanje biti
najsporiji proces i pritom ogranicavajuci faktor u apsorpciji lijeka. Razvoj testa oslobadanja
posebno je vazan za daljnja ispitivanja takvih lijekova za koje je to slucaj (svrstane u razred II
po BCS-u: visoko permeabilni i slabo topljivi). Kasnije se usporeduju razli¢ite formulacije
(takoder u biorelevantnim uvjetima) kako bi se utvrdilo koji su najbolji kandidati za klinicka
ispitivanja. Kako napreduju faze I1i I11 klini¢kih ispitivanja, poveéava se koli¢ina proizvedenog
lijeka te se formulacija optimizira. PoZeljno je razviti i in vitro—in vivo korelaciju (IVIVK) tako
da se biofarmaceutska svojstva nakon daljnjeg uvecanja procesa i eventualnih manjih promjena
u formulacijama ili doziranju (engl. scale-up and post-approval changes, SUPAC) mogu vrlo
jednostavno ispitivati u in vitro uvjetima umjesto u zahtjevnijim farmakokinetickim
ispitivanjima bioekvivalencije. Takoder se moze procijeniti slicnost u ponasanju lijekova
razreda | po BCS-u (vrlo topljivi i permeabilni, brzootupustajuéi) razli¢itih proizvodaca, gdje
lo$i rezultati upozoravaju na bionejednakost. Nadalje, buduc¢i da se ispitivani uzorci mogu vrlo
jednostavno usporedivati s referentnim za kojeg je poznat i odobren profil oslobadanja,
razvijaju se i testovi oslobadanja za provjeru dosljednosti kvalitete razli¢itih Sarza u rutinskoj
proizvodnji lijeka. Kontrola kvalitete podrazumijeva potvrdu Cistoce, potentnosti, deklarirane
koli¢ine lijeka te uniformiranosti karakteristika oslobadanja. Postoje raznovrsne metode kojima



se provode usporedbe profila oslobadanja te su popisane, a neke i detaljnije objasnjene, u
poglavlju 2.4.

2.2.3. Metode in vitro ispitivanja prema Europskoj farmakopeji

Za provodenje In vitro ispitivanja oslobadanja djelatne tvari iz oralnih dozirnih oblika mogu se
koristiti razne metode Cija su obiljezja definirana i sistematizirana, izmedu ostalih, i u Europskoj
farmakopeji. (! Glavna obiljezja metoda su primjena prikladne naprave i na¢ina pokretanja
pripravka, primjena medija pogodnog sastava i volumena, kontinuiranost/diskontinuiranost
odredivanja sadrzaja, prikladni vremenski raspon ispitivanja te odgovarajuca temperatura.

Po Europskoj farmakopeji procedure, mediji 1 vremena provodenja ispitivanja raS¢lanjena su
zanaprave 1i 2, napravu 3 i napravu 4 obzirom na na¢in oslobadanja ljekovite tvari iz dozirnog
oblika: za dozirne oblike s konvencionalnim, produZzenim i odgodenim oslobadanjem.

Tablica 1. Naj¢eSce koriSteni mediji za in vitro ispitivanje oslobadanja ljekovite tvari iz ¢vrstih
dozirnih oblika

MEDIJ pH
HCI 1,0

HCI-NaCl 1,2ili 1,5
Fosfatni ili acetatni pufer 45ili 5515,8
Fosfatni pufer 6,8ili7,217,5

Tako na primjer, vrijeme provodenja ispitivanja za brzootpustaju¢e dozirne oblike je 15 do 30
minuta uz konstantan interval uzorkovanja, a za pripravke s produzenim ucinkom moze se
mjeriti u satima ili ¢ak danima, uz najprije krace, a zatim sve dulje intervale uzorkovanja.
Najcesce koristeni mediji s odgovaraju¢im pH vrijednostima navedeni su u tablici 1, a naprave
sa specifikacijama u tablici 2. U svim sluc¢ajevima mora se odrzavati temperatura od 37 °C +
0,5 °C sto odgovara prosje¢noj tjelesnoj temperaturi.

Tablica 2. Naprave, i njihove bitnije specifikacije, za in vitro ispitivanje oslobadanja ljekovite tvari iz
¢vrstih dozirnih oblika
NAPRAVA PRIKAZ SPECIFIKACIJE

cilindricna posuda od stakla (ili drugog inertnog

prozirnog materijala) sa zaobljenim dnom kapaciteta 1

L, visine 160-210 mm, unutra$njeg promjera 98-106

mm i po potrebi poklopcem, motor, pogonsko vratilo i

mijeSalo s koSaricom od nehrdajuéeg celika, vodena

naprava 1
(s koSaricom)

kupelj, visina koSarice od dna 2542 mm




materijala za potapanje dozirnog oblika

cilindricna posuda poput one opisane za napravu 1,

motor, pogonsko vratilo i mijesalo s lopaticom od

naprava 2 inertnog materijala (ili metala 1 inertnog premaza),
(s lopaticom) vodena kupelj, visina lopatice od dna 2542 mm,
moguénost uporabe zavojnica od nereaktivnog

g komplet cilindri¢nih posuda s ravnim dnom (za medij u

kojem se ispituje) unutar kojih se postavljaju manji
cilindri (za ispitivanu tvar) s mrezicama (na vrhu i dnu)
od neapsorbirajuceg 1 nereaktivnog materijala, kapica
za isparavanje, motor, pogonski sklop za uranjanje,
vodena kupelj

naprava 3 (s
naizmjenicnim
cilindrima)

spremnik i pumpa (240-960 mL/h) za medij, proto¢na
komora promjera 12 ili 22,6 mm od prozirnog i inertnog
materijala s filter sustavom na vrhu te Cesto staklenim
zrncima u donjem dijelu, vodena kupelj

naprava 4
(s proto¢nom
¢elijom)

2.3 . In vivo—in vitro korelacije

U svrhu optimizacije lijeka provode se promjene u sastavu formulacije, proizvodnom procesu,
opremi 1 slicno. Nakon bilo koje od ovih promjena, vrlo vjerojatno ¢e se morati provesti
ispitivanja na ljudima kako bi se dokazalo da je nova formulacija bioekvivalentna sa starom.
Budu¢i da to predstavlja dodatni trosak i odgada plasman na trziste, bilo bi pozeljno razviti
jednostavnije i ekonomicnije in Vitro testove koji ¢e odrazavati podatke o bioraspoloZivosti.
Kako bi in vitro testovi bili pouzdani i jednako dobro predskazivali bioekvivalentnost, in vitro
uvjeti moraju $to je bolje moguce oponasati in vivo dogadanja. Toc¢nije, mora postojati
korelacija izmedu in vitro i in vivo podataka. 1z tog razloga, FDA je razvila regulatorne vodice
za uspostavljanje korelacija za dozirne oblike s trenutnim i s modificiranim ili produzenim
oslobadanjem. 27-91

2.3.1. Razine korelacija

Prema definiciji FDA, in vitro—in vivo korelacija (IVIVK) je matemati¢ki model koji opisuje
odnos izmedu in vitro obiljezja dozirnog oblika (najéesce brzine ili opsega oslobadanja) i
relevantnog in vivo odziva (npr. koncentracija lijeka u plazmi). Postoje tri opéeprihvacene tzv.
razine korelacija koje se razlikuju po vrijednosti i upotrebljivosti. Razina korelacije predstavlja
sposobnost odrazavanja ¢itavog profila koli¢ine lijeka u plazmi u vremenu, ostvarenim nakon
administracije dozirnog oblika. Tako postoje:

1. Razina A
Opcenito, svrha razine A je definirati direktnu vezu s in vivo podatcima tako da je in
vitro ispitivanje oslobadanja dostatno za odredivanje brzina oslobadanja promijenjenih



dozirnih oblika. Povezuju se sve tocke profila dobivenog in vitro oslobadanjem i in vivo
odziva u vremenu. In vivo odziv najcesc¢e predstavlja izmjerena koncentracija lijeka u
plazmi u vremenu i moze se pomoc¢u dekonvulcijskih metoda pretvoriti u in vivo profil
oslobadanja i zatim usporediti s in vitro profilom. Najé¢e$¢e spominjane metode ovisne
0 modelu su Wagner-Nelsonova i Loo-Riegelmanova, te numeri¢ka dekonvulcija koja
ne ovisi 0 modelu. Moze se koristiti i konvulcijski pristup gdje se dobiveni in vitro profil
oslobadanja pretvara u o¢ekivane koncentracije postignute u plazmi u vremenu te zatim
usporeduje sa stvarnim in vivo koncentracijama. Nakon potvrdivanja ove razine
korelacije, odobrenja svih manjih ili ve¢ih promjena koje se tiu proizvodnog procesa
mogu se posti¢i koriStenjem in vitro ispitivanja jer krivulja dobivena in vitro
ispitivanjem oslobadanja sada sluzi kao surogat za in vivo ponasanje.

2. Razina B
Srednje vrijeme in vitro oslobadanja proizvoda usporeduje se ili sa srednjim vremenom
in vivo zadrzavanja ili srednjim vremenom in vivo oslobadanja. Razne in vivo Kkrivulje
mogu imati sli¢ne vrijednosti vremena zadrZavanja 1 korelacija B razine ne odrazava
stvarne krivulje in vivo razine u plazmi. Ne moze se samostalno koristiti za odobravanje
nakon ranije navedenih promjena.

3. RazinaC
Ne odrazava cijeli oblik krivulje koncentracije u plazmi jer se jedna toCka vremena
oslobadanja (tso%, toow 1 slino) usporeduje s jednim srednjim farmakokinetickim
parametrom kao §to su povrsina ispod krivulje ,.koncentracija u plazmi-vrijeme* (engl.
area under the curve, AUC), Cmax ili tmax — najveca postignuta koncentracija u plazmi
odnosno vrijeme u kojem je postignuta. Moze bit korisna u ranoj fazi razvoja
formulacije.

4. ViSestruka razina C
Povezuje jedan ili nekoliko farmakokinetickih parametara s koli¢inom otopljenog lijeka
u odredenim vremenskim toCkama. MozZe se koristiti za opravdavanje odbacivanja
biostudija ukoliko je korelacija potvrdena za cijeli profil otapanja s jednim ili nekoliko
farmakokinetiCkih parametara.

2.3.2. Razvoj IVIVK

IVIVK ima smisla razvijati kada je apsorpcija lijeka ograni¢ena luminalnim
oslobadanjem/otapanjem. Ukoliko je taj uvjet zadovoljen, razvoj slijedi nekoliko faza. U
pocetku dok jo$ nisu razvijene formulacije, in vitro ponasanje, a onda posljedi¢no i veza izmedu
in vitro oslobadanja i in vivo oslobadanja/apsorpcije, je nepoznato. Mora se, stoga, uvesti
pretpostavka da ¢e in vitro test to¢no oponasati oslobadanje in vivo te da ¢e korelacija slijediti
omjer 1:1. U fazi selekcije prototipova vec¢ postoje in vitro podaci koji se mogu unijeti u
pretpostavljeni model. Tek nakon prvog FK ispitivanja, medutim, koriStena simulacija moze se
poceti smatrati pouzdanom te se moze razviti korelacija. Nakon $to je pronadena korelacija za
koju se smatra da bi mogla biti korisna, a prije daljnje upotrebe, potrebno ju je evaluirati,



odnosno potrebno je dokazati da je predvidljivost in vivo uéinka odrzana kroz cijeli opseg in
vitro brzina oslobadanja. Ovisno o tome za $to ¢e se IVIVK upotrebljavati i na temelju
terapeutskog indeksa lijeka, procjena prediktivne pogreske, na kojoj se najceSce temelji
procjena korelacije, moze se provesti pomocu unutarnjih i/ili vanjskih procjena. U SUPAC fazi,
kad je ve¢ proizvedeno mnogo serija lijeka, definirane su kriti¢ne proizvodne varijable i poznat
je normalan raspon karakteristika oslobadanja formulacije, dodatni podaci se mogu uvrstiti u
pocetni set za razvoj IVIVK, daju¢i modelu tako jo§ veéu pouzdanost.

Utvrdena korelacija vazeca je samo za specifi¢ni tip dozirnog oblika (tablete, zelatinske kapsule
itd.) s odredenim mehanizmom oslobadanja 1 odredenim glavnim pomoc¢nim tvarima i
aditivima. Korelacija je 1 dalje to¢na te ima mo¢ predvidanja samo ako promjene u dozirnom
obliku ostanu unutar odredenih granica.

2.3.3. Vaznost IVIVK

Uspostavljanjem korelacije, in vitro ispitivanje oslobadanja postaje jo§ vazniji segment u
razvoju 1 proizvodnji lijeka. IVIVK dopusta optimizaciju dozirnih oblika s najmanje moguce
ispitivanja na ljudima jer se moze koristiti kao surogat ispitivanju in vivo bioraspolozivosti i
bioekvivalencije kako jo§ u razvoju lijeka, tako i za promjene povezane sa SUPAC-om.
Poboljsane su i specifikacije in vitro oslobadanja (koli¢ina djelatne tvari oslobodena u
odredenom vremenu, izrazena kao postotak ukupnog sadrzaja navedenog na pakiranju) te je na
taj nacCin smanjena mogucénost izdavanja nekvalitetnih proizvoda. Zaklju¢no, IVIVK vodi do
skra¢enja vremena razvoja lijeka, poboljSanja kvalitete proizvoda, smanjenja nepotrebnih
ispitivanja na ljudima i, posljedi¢no, potrebnih nov¢anih sredstava te je zbog toga dio
proizvodnje lijekova kojemu se zadnjih desetljeca posvecuje sve veca paznja.

2.4. Modeli za opis i usporedivanje profila oslobadanja

Analiza sakupljenih podataka ovisi o tomu mjeri li se diferencijalna (u otvorenim sustavima)
ili kumulativna (u zatvorenim sustavima) koli¢ina otopljene tvari. Buduci da se za ispitivanja
ceS¢e koriste zatvoreni sustavi te je takav koriSten i za ispitivanje opisano u ovom radu,
navedeni nacini analize odnosit ¢e se na kumulativne setove podataka.

Kvantitativna analiza podataka dobivenih ispitivanjem oslobadanja moze se provesti
koriStenjem matematickih formula koje prikazuju rezultate oslobadanja kao funkciju
karakteristika dozirnog oblika. Matematic¢ki modeli ponekad se izvode iz teorijskih analiza
procesa koji se odvija, no u vecini slu¢ajeva teorijski koncept ipak nije dostupan i prikladnije
su empirijske jednadZbe. Oslobadanje lijeka iz ¢vrstih dozirnih oblika opisano je nekim od
kinetickih modela u kojima je koli¢ina oslobodenog lijeka, Q, funkcija vremena, t, tj. Q=f(t).
Cesto se koriste analititke definicije Q(t) funkcije kao $to su modeli nultog ili prvog reda,
Hixson-Crowellov, Weibullov, Higuchijev, Korsmeyer-Peppasov ili Hopfenbergov model.
Drugi parametri oslobadanja poput vremena oslobadanja (tx%), vremena ispitivanja (tx min),
efikasnosti oslobadanja, faktora sli¢nosti (f2) i razlike (f1) te Rescignovi indeksi (1 1&) takoder
se mogu koristiti za karakterizaciju profila oslobadanja lijeka. Za usporedivanje profila
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oslobadanja koriste se statisticke metode, metode ovisne o modelu i metode neovisne o modelu.
[10, 11]

2.4.1. Statisticke metode

Statisticke metode procjenjuju razliku izmedu srednjih vrijednosti dvaju setova podataka
oslobadanja lijeka dobivenih iz ispitivanja s jednom (ANOVA ili t-student test) ili vise tocaka
(MANOVA).

ANOVA (univarijantna analiza varijance)

Statisticki postupak kojim se utvrduje statisticka znacajnost razlika izmedu aritmetickih sredina
dvije ili viSe grupa entiteta u jednoj varijabli. Moguce je postaviti nultu (Ho; uz pogresku p ne
moze se tvrditi da su razlike izmedu aritmetickih sredina analiziranih grupa statisticki
znacajne), odnosno alternativnu (Hi; razlike izmedu aritmetickih sredina analiziranih grupa
statisticki su znacajne uz pogresku p) hipotezu te je samo jedna od njih to¢na (Ho Se smatra
ispravnom dok se ne dokaze suprotno):

Hy X, =%, =,...,= X, (1)

H X #X, #,...,# X, (2

bal

Ako je varijabilnost izmedu grupa statisticki znac¢ajno vec¢a od varijabilnosti unutar grupa onda

2

se grupe medusobno znacajno razlikuju. Varijanca izmedu grupa (Gig) izraCunava se prema

formuli:

z n, (Yg — Xk )2 (3)

gdje je ng broj entiteta u grupi g (g =1, 2, ..., k), kbroj grupa, X, aritmeti¢ka sredina grupe g,
X, aritmeticka sredina svih rezultata (zajednicka aritmeticka sredina). Varijanca unutar grupa

(cﬁg ) izracunava se prema formuli:

Z _ N, (Xgi —X, )2 4)

gdje je x, rezultat entiteta i pripadnika grupe g (i =1, 2, ..., ng), a n ukupan broj entiteta.

Statisticka znacajnost razlika izmedu grupa testira se putem F-raspodjele. F-vrijednost
izraCunava se kako omjer varijance izmedu grupa i varijance unutar grupa:
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F=— ()

Ako je izraCunata F-vrijednost ve¢a od kriticne, onda su razlike izmedu grupa statisticki
znacajne. Kriticna F-vrijednost odreduje se na temelju broja stupnjeva slobode (dfy i df2) i
pogreske statistickog zakljucka p. 1%

2.4.2. Metode ovisne o modelu

Kinetika nultog reda

Teorijski izveden model, opisuje oslobadanje djelatne tvari iz pripravaka kod kojih je
oslobadanje sporo.

Op¢i oblik modela prikazuje jednadZzba:
Qy —Q = Kyt (6)

Gdje je Qt koli¢ina lijeka otopljena u vremenu t, Qo pocetna koli¢ina lijeka u otopini, a Ko
konstanta brzine oslobadanja nultog reda izrazena u jedinicama koncentracija/vrijeme.

Model se moze primijeniti na oslobadanje djelatne tvari iz nekoliko vrsta pripravaka s
produzenim ucinkom, kao i kod nekih transdermalnih sustava, matri¢nih tableta sa slabo
topljivom djelatnom tvari, drazeja itd. Pripravci Ciji profil oslobadanja djelatne tvari odgovara
kinetici nultog reda oslobadaju konstantnu koli¢inu djelatne tvari po jedinici vremena, $to je

idealna metoda oslobadanja za postizanje produzenog ucinka.

Kinetika prvog reda

Ovaj model koristi se za opis apsorpcije 1/ili eliminacije nekih lijekova. Opisan je jednadzbama:

L _ ke (7)
dt
ili u linearnom obliku:
(8)
logc=logc, ———
J 9% 2,303

gdje je K konstanta brzine oslobadanja prvog reda, co poc¢etna koncentracija djelatne tvari, a t
vrijeme.

Ovaj odnos moze se koristiti za opis oslobadanja lijeka iz pripravaka poput onih koji sadrze
vodotopljive lijekove u poroznim matricama.
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Weibullov model

Weibullov model je izveden empirijski, moze se koristiti za opis razli¢itih procesa otapanja, a
koristan je i za usporedivanje profila oslobadanja lijeka iz matrica. IzraZen je jednadzbom:

—(t-T)° ©))
M=M,1l-e 2

Ovdje je M kolic¢ina lijeka oslobodenog u vremenu t, Mo ukupna koli¢ina oslobodenog lijeka; a
je parametar skale i opisuje vremensku ovisnost, b parametar oblika i opisuje oblik krivulje, a
T lokacijski parametar koji predstavlja vrijeme zadrske pocetka rasta krivulje.

Za b>1, krivulja dobiva sigmoidalan oblik sa zakrivljenim vrhom; za b<1 krivulja pokazuje
strmi porast; za b=1 krivulja poprima eksponencijalni oblik s konstantom 1/a:

M =M, [1-e ] (10)

Higuchijev model

Higuchijev model opisan je jednadzbom:

f,=Q=AJ/D(2c-c,)ct (11)

gdje je Q koli¢ina lijeka oslobodena u vremenu t po jedinici povrSine A, C je pocetna
koncentracija lijeka, cs je topljivost lijeka u matriénom mediju, a D koeficijent difuzije molekule
lijeka u matri¢nom sadrzaju. Izraz se temelji na nekoliko pretpostavki: ¢ >> ¢s; difuzija se odvija
u samo jednoj dimenziji; Cestice lijeka su puno manje od debljine pripravka; zanemarivo
oticanje i topljenje matrice; konstantna vrijednost D.

Model je moguce pojednostaviti kao:

f=Q=K, -t (12)
gdje je Ku Higuchijeva konstanta otapanja. Higuchi ovdje opisuje oslobadanje djelatne tvari
kao proces difuzije baziran na Fickovu zakonu, ovisan o korijenu vremena. Opéeniti izraz moze

se koristiti za opis oslobadanja djelatne tvari iz razli¢itih pripravaka s produZenim uc¢inkom,
nekih transdermalnih sustava i tableta s vodotopljivim djelatnim tvarima.

Hixon-Crowellov model

Hixson i Crowell su iz ¢injenice da je redovna povrSina Cestice proporcionalna trecem korijenu
volumena te Cestice izveli jednadzbu:
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W2 WY = k-t (13)

gdje je Wo pocetna koli¢ina lijeka u pripravku, W; preostala koli¢ina lijeka u pripravku u
vremenu t, a x konstanta ugradnje povrsinsko-volumnog odnosa.

Ovaj izraz moze se primijeniti kod pripravaka poput tableta, gdje se oslobadanje odvija na
podrucjima paralelnim povrsini lijeka, ako se dimenzije tablete proporcionalno smanjuju na
nacin da se pocetni geometrijski oblik zadrzava.

Korsmeyer-Peppasov model
Opisuje oslobadanje lijeka iz polimernih sustava prema jednadzbi:

Mt
Kt
¥ (14)

0

gdje razlomak oznacava dio oslobodenog lijeka u vremenu t, K konstantu brzine oslobadanja,
a n eksponent oslobadanja, koji se koristi za karakterizaciju razli¢itih oslobadanja za cilindri¢ne
oblike matrica.

Hopfenbergov model

Ovaj model podrazumijeva brzinu erozije matrice kao kineti¢ki kontroliraju¢i mehanizam i
koristi se za opis heterogene erozije plocastih, sferi¢nih i cilindri¢nih pripravaka po jednadzbi:

ML [ ket ]
=l [1 } (15)

Co

o0

gdje je M koli¢ina lijeka oslobodena u vremenu t, M., ukupna koli¢ina lijeka, ko je konstanta
brzine erozije, co pocetna koncentracija lijeka u matrici, a ap pocetni polumjer sfere/cilindra ili
polovina iznosa debljine za plocasti oblik. Vrijednost n iznosi 1, 2 1 3 za, redom, plocasti,
cilindri¢ni i sferi¢ni oblik.

Uz navedene modele, koriste se i Baker-Londsdaleov, Gompertzov, model kinetike drugog reda
i sli¢no.

Kriteriji za odabir najboljeg modela

Kako bi se odredila primjenjivost modela, potrebno je procijeniti sposobnost odabranog modela
za opisivanje dobivenih podataka. Za to se koriste srednje kvadratno odstupanje (R?), korigirano
srednje kvadratno odstupanije (R%origirano), Srednja kvadratna pogreska (engl. mean square error,
MSE), korijen srednje kvadratne pogreske (engl. root mean square error, RMSE), Akaikeov
informacijski kriterij (engl. Akaike information criterion, AIC), kriterij odabira modela (engl.
model selection criterion, MSC) i sli¢no.
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Za usporedbu modela s jednakim brojem parametara, cesto se Koristi srednje kvadratno
odstupanje (R?):
Z( Yi =Y, )2
RP=1-—— (16)
—\2
Yi— yi)

n

2.(

i=1
Budu¢i da je usporedivanje modela s razli¢itim brojem parametara ipak CeSce, koristi se
korigirano srednje kvadratno odstupanje:

Rér =1—(n—_1)'(1— R?) (17)

(n—p)

gdje je n broj eksperimentalnih tocaka, a p broj parametara modela.

2.4.3. Metode neovisne o modelu

Tu spadaju tzv. omjer-testovi i testovi u kojima se provodi usporedba parova podataka.
Jednostavne su za koristenje, no imaju nekoliko mana (jedna od kojih je i nepostojanje
znanstvene podloge). Omjer-testovi podrazumijevaju raCunanje omjera izmedu dvaju postotaka
oslobodenog lijeka, omjera povrsSina ispod dviju krivulja oslobadanja, omjera srednjih vremena
oslobadanja 1 sl. Usporedba parova podataka ukljucuje, pak, Rescignov indeks te Moore-
Flannerove indekse, odnosno faktore sli¢nosti i razlike.

Faktor razlike (f1) i faktor sli¢nosti (2)

Za odredivanje ovih faktora, prvo se odrede profili oslobadanja referentnog (R) i ispitivanog
proizvoda (T) (12 jedinica od svakog), u tri do Cetiri ili viSe vremenskih to¢aka. Opcéenito,
vrijednosti f; do 15 % (0 — 15) i f2 ve¢e od 50 % (50 — 100) pokazuju ekvivalentnost izmedu
dva profila. [0

Racunaju se po formulama:

(18)

f, =50-log {[u (%} i( R —TI)ZTYS -100} (19)

t=1
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Celekoksib

Celekoksib je diaril supstituirani pirazol molekulske formule C17H14F3N30.S, ¢ija je struktura
prikazana na slici 1.

Slika 1. Kemijska struktura celekoksiba

U tablici 3 navedena su neka njegova fizikalna svojstva.

Tablica 3. Fizikalna svojstva celekoksiba

SVOJSTVO OPIS/VRIJEDNOST
molekularna masa 381,4 g/mol
topljivost slabo topljiv; 4,3 mg/L u vodi pri 25°C
temperatura taljenja 158,0°C
koeficijent raspodjele n-oktanol/voda (log P) | 3,47
konstanta disocijacije (pKa) 11,1

forma i boja

bijeli do gotovo bijeli prah

Celekoksib je nesteroidni antireumatik (NSAR) i prvi selektivni inhibitor ciklooksigenaze-2
(COX-2) uveden u klinicku praksu. Ima dokazanu ucinkovitost u lijeCenju bolesnika s
osteoartritisom, reumatoidnim artritisom i ankilozantnim spondilitisom. Uzima se kao oralni
pripravak, u koli¢inama od 200 — 400 mg na dan. Dobro se apsorbira iz probavnog trakta te
postize vrsnu koncentraciju u plazmi dva do tri sata nakon primjene. 1z organizma se eliminira
uglavnom metabolizmom. Ima dobru podnosljivost, uz blage do umjerene tegobe probavnog
trakta koje su ujedno i najéesée nuspojave. [13 14
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3.1.2. Mediji za in vitro ispitivanja

Postupak 1
Medij 1: 0,04 M NasPOs (pH =12) s 1 % mas. SLS; Vy= 1000 mL

e U 500 mL vode otopljeno je 6,5576 g natrijevog fosfata uz mijesanje.

e Uz mijesanje otopiti 10,0034 g natrij lauril sulfata (SLS) u 140 mL.

e Obje otopine pomijesati u tikvici od 1000 mL i nadopuniti vodom do oznake. Provijeriti
pH staklenom elektrodom.

Postupak 2

Medij 2: 750 mL Zelucane tekucine ukljucujuéi i pepsin (engl. simulated gastric fluid, SGF),
180 mL otopine SLS-a (kona¢ni udio mora biti 1 % mas.) i 70 mL 1,2 M NaOH (pH = 12);
Vuk= 1000 mL

e 41,62 mL 37 %-tne otopine klorovodi¢ne kiseline razrijediti u tikvici od 500 mL do
oznake kako bi se dobila 1 M otopina HCI.

e Otopiti 2 g natrijeva klorida i 3,2 g pepsina (zuckasti prah) u 500 mL destilirane vode,
zatim, u tikvicu od 1000 mL, pomijesati s 80 mL 1 M otopine HCI i razrijediti vodom
do oznake.

e Otopiti 10,0034 g SLS-a u 180 mL vode.

e Otopiti 11,9991 g natrijeva hidroksida (prozirno-bijele granule) u 250 mL vode kako bi
se dobila 1,2 M otopina NaOH

3.2. Ispitivanje oslobadanja celekoksiba

Ispitivanje oslobadanja celekoksiba provedeno je in vitro upotrebom razli¢itih medija
pripremljenih kako je opisano u poglavlju 3.1.2. Uzorci su uzimani u razliitim vremenskim
intervalima, a koncentracije su odredene iz izmjerenih apsorbancija i prethodno pripremljenih
bazdarnih dijagrama.

3.2.1. Bazdarni dijagrami

Kako bi se dobila otopina koncentracije 100 ppm, potrebno je otopiti 10 mg CLX-a u 100 mL
medija navedenog u 3.1.2. Dalje se provode razrjedenja kako bi se dobile manje koncentracije.
Uzorci se analiziraju na UV/Vis spektrofotometru Shimadzu UV-1280 ¢ije je radno podrucje
od 190 do 1100 nm. Analizom otopina dobiveni su bazdarni dijagrami u oba medija kako je
prikazano na slikama 2 i 3.
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Slika 3. Bazdarni pravac za celekoksib u mediju 2

3.2.2. Ispitivanje oslobadanja prema FDA metodi

In vitro ispitivanje oslobadanja celekoksiba provodi se na uredaju za ispitivanje oslobadanja
djelatnih tvari, RC-6D, Zhengzhou Nanbei Instrument prema USP 2 metodi (s lopaticom). U tri
zeluca ulijeva se medij za ispitivanje te se temperatura podesava na 37 + 0,5 °C, a broj okretaja
lopatica na 50 o/min. Nakon postizanja radne temperature, u Zeluce se ubacuju kapsule sa 100
mg celekoksiba. Usporedba postupka 1 i postupka 2 prikazana je u tablici 4.
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Tablica 4. Uvijeti in vitro ispitivanja

0,04 M NazPO4 s 1 % mas. SLS;

Postupak 1 Postupak 2
USP aparat 2 2
Broj okretaja | 50 o/min 50 o/min
Medij Medij 1: Medij 2:

750 mL zelucane tekucine
ukljucujuci i pepsin,

180 mL otopine SLS-a 170 mL 1,2
M NaOH

pH 12 1,2 (20 min), 12

Volumen 1000 mL 750 mL (20 min) + 250 mL
Vrijeme 10, 20, 30, 451 60 min 10, 20, 30, 451 60 min
uzorkovanja

Valna duljina | 254,0 nm 254,0 nm

Postupak 2 izvodi se u dva koraka. Kapsule su 20 min u Zelu¢anoj tekuéini (750 mL), a nakon
toga se dodaje 180 mL otopine SLS-a i 70 mL 1,2 M otopine NaOH $to ukupno ¢ini 1000 mL

medija.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom poglavlju prikazani su rezultati istrazivanja. Provedena su in vitro ispitivanja
oslobadanja celekoksiba prema dvije metode propisane od strane FDA.

Na slikama 4 i 5 prikazani su profili oslobadanja celekoksiba u mediju 1 i mediju 2 dobiveni in
vitro ispitivanjima. Prikazane su srednje vrijednosti tri mjerenja i standardne devijacije.
Koncentracije celekoksiba u vremenu izracunate su iz bazdarnog pravca na temelju izmjerenih
apsorbancija. Na slikama 4 i 5, profili su prikazani kao ovisnost srednjih vrijednosti udjela
oslobodenog celekoksiba, dobivenih iz omjera mase tvari oslobodene u vremenu i ukupne
koli¢ine tvari koja se nalazila u kapsuli (100 + 1,6 mg), u vremenu.

Profil dobiven ispitivanjem u mediju 1 (profil 1; slika 4) zapocCinje naglim rastom do desete
minute u kojoj je otpusteno nesto vise od 50 % celekoksiba, a nakon toga nastavlja postepeno
rasti otprilike dvostruko manjim vrijednostima dok nije dostignut kraj ispitivanja oznacen
Sezdesetom minutom u kojoj je otpusteno 93 % tvari. Profil dobiven ispitivanjem u mediju 2
(profil 2; slika 5) zapocinje naglim skokom do prve minute u kojoj je takoder otpusteno nesto
viSe od 50 % celekoksiba te zatim dalje raste neSto manjim vrijednostima negoli profil 1 dok
ne dosegne 91 % od ukupne koli¢ine. Vazno je napomenuti da je nagli pocetni skok profila 2
uzrokovan ¢injenicom da se otpustanje tvari provodilo ve¢ i1 prije poCetka uzorkovanja; 20
minuta u 750 mL simulirane Zelu¢ane kiseline. Uz srednje vrijednosti, na grafovima su
prikazane i odgovarajuce standardne devijacije. Niske vrijednosti standardnih devijacija
ukazuju na bliskost pojedinih podataka dobivenoj srednjoj (ocekivanoj) vrijednosti seta
podataka, a visoke na rasipanje pojedinih podataka kroz vec¢i raspon vrijednosti. Na slici 4 moze
se vidjeti da odstupanje zapravo postoji tek za zadnje dvije to¢ke, no ono nije znacajno. Na slici
5, medutim, uz manja vidljiva odstupanja postoje dva znacajnija za tocke 2 i 3. Uzrok tomu je
nesto slabije otpustanje celekoksiba iz kapsule "2" u prvoj trecini ispitivanja (za ~8 % i 13 %
manji udio otpustene tvari od kapsula "1" 1 "3"). Upravo zbog navedenih mogucih odstupanja
potrebno je ponavljati viSe mjerenja te racunati srednje vrijednosti i standardne devijacije.
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Slika 4. Profil oslobadanja celekoksiba u mediju 1
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Slika 5. Profil oslobadanja celekoksiba u mediju 2

Dobiveni eksperimentalni profili opisuju se nekim kinetickim modelom kako bi se dobile
konkretne vrijednosti koje ¢e posluziti za usporedbu dvaju profila. Za obradu podataka koristen
je DDSolver, dodatni alat Microsoft Excel-a, u kojeg su ugradeni svi kineticki modeli inace
koriSteni za opisivanje profila oslobadanja djelatnih tvari. Obrada podataka tako je znatno
pojednostavljena jer se vrlo brzo mogu izracunati kako parametri modela tako i brojni
relevantni statistiCki parametri za razli¢ite modele. Za opisivanje oba profila testirani su
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Weibullov i Korsmeyer-Peppasov model. Analizom statistickih vrijednosti utvrdeno je da se
eksperimentalni profil 2 moze opisati Korsmeyer-Peppasovim modelom puno preciznije nego
Weibullovim te je stoga i odabran u tu svrhu. Eksperimentalni profil 1 opisan Weibullovim
modelom pokazivao je neSto bolje statistiCke vrijednosti od onog opisanog Korsmeyer-
Peppasovim modelom. Buduéi da razlika nije bila prevelika, za opis je ipak odabran
Korsmeyer-Peppasov model kako bi se dva profila mogla jednostavnije usporedivati, odnosno
kako bi se mogle usporediti konstante brzina oslobadanja.

Slike 6 i 7 prikazuju usporedbu eksperimentalnih podataka i Korsmeyer-Peppasovog kinetickog
modela. U tablici 5 dani su parametri Korsmeyer-Peppasovog modela.
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Slika 6. Usporedba eksperimentalnog profila oslobadanja celekoksiba i dobivenog

Korsmeyer-Peppasovim modelom u mediju 1
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Slika 7. Usporedba eksperimentalnog profila oslobadanja celekoksiba i dobivenog
Korsmeyer-Peppasovim modelom u mediju 2

Tablica 5. Parametri Korsmeyer-Peppasovog modela i vrijednosti R%or.

. 2
ke, Min™ n Reor

Medij 1 24,80 0,332 0,993
Medij 2 51,03 0,138 0,992

Eksponent oslobadanja, n, za oba je slucaja manji od 0,43 Sto znaci da je dominantni mehanizam
oslobadanja celekoksiba iz kapsula difuzija definirana Fickovim zakonima. Konstanta brzine
oslobadanja (kkp) veéa je u mediju 2 $to potvrduje brze oslobadanje u pogetnom periodu. R%qr.
jedan je od statistickih parametara koriStenih za procjenu primjenjivosti modela te, kao Sto se
moze vidjeti iz vrijednosti u tablici 5, ukazuje na vrlo dobro slaganje Korsmeyer-Peppasovog
modela s eksperimentalnim podacima.

Profile oslobadanja celekoksiba potrebno je usporediti ne bi li se u kona¢nici utvrdila
medusobna zamjenjivost dviju in vitro metoda ispitivanja za potrebe farmaceutske industrije.
Na slici 8 prikazana je usporedba profila u razli¢itim medijima te vrijednosti faktora sli¢nosti i
faktora razlike. MozZe se vidjeti kako je udio oslobodenog celekoksiba u mediju 2 do polovice
ispitivanja veci od onog u mediju 1 (najvise u desetoj minuti, s razlikom od ~15 %). Nakon
toga profili se gotovo izjednacuju. lako se ve¢ vizualno moze uociti slicnost dvaju profila,
potrebne su i konkretne vrijednosti koje ¢e to potvrditi. U tu svrhu izraunati su faktor razlike
(f1) 1 faktor sli¢nosti (f2). Faktori se racunaju prema formulama (18) i (19). Profil dobiven u
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mediju 1 postavljen je kao referentan, a onaj u mediju 2 kao testni. Ukoliko je vrijednost f;
izmedu 0 i 15 %, a f2 izmedu 50 i 100 % moZe se govoriti neznatnoj razlici, odnosno
zadovoljavajucoj sli¢nosti dvaju profila oslobadanja. Moze se vidjeti da izracunate vrijednosti
leze upravo unutar navedenog raspona te se stoga profili mogu smatrati sli¢nima, tj. metode
ispitivanja ekvivalentnima.
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Slika 8. Usporedba profila oslobadanja u mediju 1 i mediju 2 te faktor razlike (f1) i faktor
sli¢nosti (f2)

Na kraju je provedena i statisticka analiza varijance i T-test za svaku vremensku tocku.

T-test je statisticki test koji se koristi za usporedivanje srednjih vrijednosti dviju grupa uzoraka.
Procjenjuje se jesu li srednje vrijednosti dvaju setova podataka statisticki znacajno razliCite
jedna od druge. Postoji nekoliko vrsta T-testova. Jedan od njih je nezavisni T-test koji se koristi
za usporedbu aritmetickih sredina dviju nepovezanih grupa uzoraka. Konkretna vrijednost
moze se izraunati iz formule:

K%
2 2
S5 (20)
n. n

gdje je X; —X; razlika izmedu aritmeticke sredine referentnog i aritmeticke sredine testiranog

uzorka, n broj mjerenja u uzorku, a s? procjena zajednicke varijance dvaju uzoraka:
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Uz odredenu kriti¢nu T-vrijednost i poznavanje stupnja slobode, iz tablica se interpolacijom
moze odrediti p-vrijednost. P-vrijednost predstavlja mogucnost da je dobiveni rezultat, odnosno
razlika izmedu mjerenih varijabli posljedica slucajnosti. Izrazava se kao razina statisticke
znacajnosti i najéesce je dogovorno definirana na razini 0,05. Ukoliko je p < 0,05, vjerojatnost
da je utvrdena razlika izmedu mjerenih varijabli posljedica slu€ajnosti je manja od 5 %. U
sluaju utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu mjerenih varijabli, nulta hipoteza se
odbacuje i prihvaca se alternativna hipoteza.

U tablici 6 moze se, uz srednje vrijednosti i standardne devijacije referentne (to¢ke dobivene
ispitivanjem u mediju 1) i testirane (to¢ke dobivene ispitivanjem u mediju 2) grupe podataka,
vidjeti 1 izraunata razlika izmedu dviju navedenih srednjih vrijednosti. MoZe se uociti da se
vrijednost razlike to¢aka u desetoj minuti znacajno razlikuje od ostalih. Tako je vrijednost u
dvadesetoj minuti manja, takoder znacajnije odstupa od ostalih. U tablici su ispisane i p-
vrijednosti i vidljivo je da je jedino za spomenute vremenske to¢ke p manji od dogovorene
vrijednosti (0,05). To znaci da je tada odstupanje medu profilima znacajno i ne moze se
zanemariti te u tim to¢kama ne vrijedi nulta hipoteza o slicnosti.

Postupak odredivanja F-vrijednosti (formule 3, 4, 5) sastoji se od izra¢unavanja suma kvadrata
(SSukupnos SSizmedu grupa, SSunutar grupa), Stupnjeva slobode (df) te srednje vrijednosti kvadrata (¢?).
Odredena je vrijednost za svaku vremensku tocku te se iz tablice moZze vidjeti da je varijabilnost
izmedu grupa (izmedu toCaka dva medija) ve¢a od one unutar grupa (izmedu tri tocke jednog
medija) Sto se moglo 1 ocekivati. Ponovno se isti¢u vrijednosti dobivene u desetoj 1 dvadesetoj
minuti.

Tablica 6. Rezultati statistiCke analize varijance (ANOVA); T-test za svaku vremensku to¢ku

Vrijeme  Mean R SD R Mean T SD T Razlika F-vrijednost p-vrijednost

(min) F(%) F(%) T-R
0 0,00 0,000 000 0000 0,000 1,000 1,000
10 51,38 0,545 66,34 7,416  -14,955 12,134 0,025
20 69,71 0,764 7502 1942  -5308 19,418 0,012
30 79,29 0759 8203 1761  -2,741 6,126 0,069
45 88,34 2280 8822 1740 0,118 0,005 0,947
60 93,00 2187 9103 1158 1976 1,912 0,239
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5. ZAKLJUCCI

Opc¢enito, iz svih relevantnih izraunatih vrijednosti potvrdena je slicnost profila oslobadanja
celekoksiba, a sukladno tomu i ekvivalentnost odnosno zamjenjivost dviju propisanih in vitro
metoda ispitivanja. Oba profila mogu se zadovoljavajuée opisati Korsmeyer-Peppasovim
modelom pa je time pojednostavljena usporedba dobivenih parametara. Faktor sli¢nosti i faktor
razlike neosporno ukazuju na sli¢nost profila.

Medutim, vazno je napomenuti da je pronadena i nezanemariva razli¢itost profila u njihovom
pocetnom dijelu. Razlog tomu je vece pocetno oslobadanje celekoksiba u mediju 2 negoli u
mediju 1. Razlika koja se moZe zamijetiti ve¢ na grafickom prikazu te iz vrijednosti konstanti
brzina oslobadanja, potvrdena je i izraCunatim p-vrijednostima dobivenima statistickom
analizom varijance i T-testom koje ukazuju na neistinitost nulte hipoteze o sli¢nosti u doti¢nim
vremenskim to¢kama.

Takoder je potvrdena vaznost provodenja viSe mjerenja kako bi se dobilo §to viSe informacija
o moguc¢im ishodima, te raCunanja i koristenja srednjih vrijednosti i standardnih devijacija koje
govore 0 (ne)zanemarivosti varijacija medu rezultatima.
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