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1. UvOD

Ciprofloksacin je fluorokinolonski antibiotik Sirokog spektra djelovanja koji inhibira
bakterijske topoizomeraze tipa Il te djeluje na gram-negativne i gram-pozitivne bakterije.
Medutim, bakterijska rezistencija na lijekove €ini ciprofloksacin sve neucinkovitijim. Zbog
toga, postoji potreba za razvojem novih antibakterijskih lijekova odnosno raznovrsnih derivata
ciprofloksacina ucinkovitih protiv rezistentnih patogena. Dosada$nja istrazivanja mnogih
derivata ciprofloksacina pokazala su veliku in vitro i in vivo aktivnost prema organizmima
rezistentnih na fluorokinolone, ali i prema organizmima koji su rezistentni na vise skupina

lijekova (Zhang i sur., 2018).

Izuzev antibioti¢ke rezistencije, obiljezje ciprofloksacina je i njegova slaba topljivost u
vodi, §to utje¢e na njegovu nisku bioraspolozivost i posljedi¢no na otezanu isporuku lijeka na
ciljno mjesto. Prema biofarmaceutskom sustavu klasifikacije lijekova (eng. Biopharmaceutics
classification system, BCS) ciprofloksacin pripada ¢etvrtoj skupini lijekova s niskom topljivosti
i niskom permeabilnosti (Assali i sur., 2016). Topljivost aktivnih farmaceutskih sastojaka lijeka
(eng. Active Pharmaceutical Ingredients, API) predstavlja glavni problem za farmaceutsku
industriju te su prirodna niskotemperaturna cutekti¢ka otapala (eng. Natural Deep Eutectic
Solvent, NADES) pronasla svoju primjenu u poboljSanju topljivosti (Abidin i sur., 2019).
Niskotemperaturna eutekticka otapala definiraju se kao smjese nabijenog akceptora vodika
(kvaterna amonijeva sol) i nenabijenog donora vodika (ugljikohidrati, amini, amidi, alkoholi i
vitamini) povezani jakim vodikovim vezama, pri ¢emu dolazi do snizavanja tocke taliSta u
usporedbi s pojedina¢nim komponentama te do nastajanja tekuée smjese na sobnoj temperaturi
(Kudlak i sur., 2015). Prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala su podskupina eutektic¢kih
otapala sastavljena od primarnih metabolita, najées¢e organskih kiselina, aminokiselina, Seera
i alkohola (Paiva i sur., 2014). NADES-i u potpunosti zadovoljavaju nacela zelene kemije jer
ih karakterizirana niska cijena, niska toksi¢nost, biorazgradivost, jednostavna priprema i

mogucnost reciklacije (Cvjetko Bubalo i sur, 2018), stoga se u posljednjih pet godina zbog svog

Cilj rada je bio ispitati mogucnost primjene NADES-a kao otapala za poboljsanje topljivosti
APIl-ja u odnosu na organska otapala te sinteza derivata ciprofloksacina radi sve veceg
problema antibioticke rezistencije. Topljivost ¢e se prvotno predvidjeti pomocéu softvera

COSMOtherm, a potom i eksperimentalno primjenom UV/Vis spektrofotometrije. Potom ¢e se



pratiti stabilnost formulacija derivata u odabranim NADES-ima pri razli¢itim temperaturama
kroz odredeni vremenski period. Nadalje, MTS metodom ispitati ¢e se in vitro bioloska
aktivnost pripravljenin formulacija odnosno otopina derivata ciprofloksacina na Caco-2
stani¢noj liniji. Primjenom testa propusnosti (PAMPA testa), ispitat ¢e se prolaznost otopine

derivata ciprofloksacina u NADES-u kroz umjetnu membranu.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. CIPROFLOKSACIN

Ciprofloksacin pripada drugoj generaciji fluorokinolonskih antibiotika Sirokog spektra
djelovanja koji se primjenjuju za lijeCenje razlicitih bakterijskih oboljenja. Fluorokinoloni su
skupina sintetskih lijekova jakog antibakterijskog djelovanja, a strukturno su sli¢ni
nalidiksinskoj Kkiselini. Antibiotici ove skupine imaju odli¢nu bioraspolozivost, dobru
apsorpciju u tkivima i relativno nisko stetno i toksi¢no djelovanje. Potencijalno se primjenjuju
u lijeCenju bakterijskih infekcija respiratornog i urinarnog trakta, kroni¢nog prostatitisa,
infekcija koze, kostiju i mekog tkiva, te spolno prenosivih bolesti. S naglaskom na antimikrobnu
primjenu, sve vise se primjenjuju I kao antitumorski lijekovi i lijekovi protiv malarije.
Najucinkovitiji fluorokinolon, ciprofloksacin, 1-ciklopropil-6-fluor-7-(piperazin-1-il)-4-okso-
1,4-dihidrokinolin-3-karboksilna kiselina (slika 1), patentiran je 1983. godine te je 1987.
godine odobren od strane Americke agencije za hranu i lijekove (eng. U.S. Food and Drug
Administration, FDA) (Sharma i sur., 2010; Castro i sur., 2013).

Slika 1. Struktura molekule ciprofloksacina (Sharma i sur., 2010)

Mehanizam djelovanja fluorokinolona temelji se na inhibiciji dvaju esencijalnih
bakterijskih enzima, DNA giraze i topoizomeraze 1V iz skupine topoizomeraza tipa Il vaznih
za replikaciju, transkripciju, rekombinaciju i popravak bakterijske DNA. Fluorokinoloni
stvaraju ternarne komplekse s podjedinicama DNA giraze i topoizomeraze IV i molekulom
DNA sto dovodi do prekida replikacije, cijepanja bakterijske DNA i smrti bakterija. DNA
topoizomeraze tipa Il u eukariotskim stanicama su razli¢ito gradene 1 otporne na djelovanje
fluorokinolona. Medutim, fluorokinoloni mogu inhibirati i eukariotsku DNA topoizomerazu |1

ako se primjenjuju za lije¢enje mikrobnih infekcija u 100 puta ve¢oj koncentraciji od potrebne,



Sto ukazuje na potencijalnu primjenu ovog antibiotika za lijeCenje tumora (Conley i sur., 2018;

Weitner i sur., 2004).

2.1.1. Antimikrobna i antitumorska svojstva

Ciprofloksacin jace djeluje na gram-negativne bakterije nego na gram-pozitivne i atipi¢ne
patogene. Prvenstveno se koristi u lijecenju infekcija izazvanih gram-negativnim uzro¢nicima
poput E. coli, H. influenzae, K. pneumoniae, te vrsta Salmonella, Shigella, Enterobacter i
Neisseria i gram-pozitivnih bakterija vrste Staphylococcus (Weitner i sur., 2004). Mnoga in
vitro ispitivanja osjetljivosti antibiotika pokazala su da je minimalna inhibitorna koncentracija
(eng. Minimum inhibitory concetration, MIC) ciprofloksacina puno veéa prema gram-

negativnim bakterijskim sojevima za razliku od ostalih fluorokinolona (Sharma i sur., 2010).

Osim dobro opisanog antimikrobnog djelovanja ciprofloksacin  pokazuje i
antiproliferativni 1 apoptotic¢ki u¢inak prema odredenim tumorskim stani¢nim linijjama. Koristi
se u lijeCenju raka prostate, jer u vecim dozama od onih koji se primjenjuju za lijeCenje
bakterijskih infekcija, ovaj fluorokinolon pokazuje antiproliferativno djelovanje i izaziva
apoptozu stanica raka prostate, a zbog svoje netoksi¢nosti sigurniji je od kemoterapije. Za
pacijente oboljele od raka, oralna primjena ciprofloksacina je sigurna i ucinkovita za mnoge
ozbiljne infekcije (Sharmai sur., 2010). In vitro ispitivanja na tumorskim stanicama prijelaznog
epitela mokra¢nog mjehura pokazala su da ciprofloksacin djeluje inhibiraju¢e na rast stanica
ovisno o dozi i vremenu (Aranha i sur., 2000). Herold i sur. (2002) proveli su istraZivanje na
stani¢nim linijama karcinoma debelog crijeva te pokazali da ciprofloksacin zaustavlja rast i

potice stani¢nu smrt procesom apoptoze.

2.1.2. Fizikalna i farmakokineticka svojstva

Ciprofloksacin dolazi u obliku bijelog praha gorkog okusa. Cuva se na temperaturi od +4
°C i na tamnom mjestu zbog moguce fotoliticke razgradnje. Temperatura taliSta ciprofloksacina
je 313-315 °C, a slabo je topljiv u vodi, metanolu, etanolu i acetonu, dok ima dobru topljivost
u octenoj kiselini (Sharmai sur., 2010). Topljivost ciprofloksacina pri 20 °C u vodi iznosi 0,067
mg mL, dok je u acetonu 0,107 mg mL™. Poveéanjem temperature povecéava se i topljivost, te
pri 30 °C topljivost u vodi iznosi 0,080 mg mL™ i 0,164 mg mL* za aceton (Caoo i sur., 2008).
Izoelektricna tocka ciprofloksacina iznosi pI=7,14 §to polazi od srednje vrijednosti pKa1=6,09

za 6-karboksilnu grupu i pKa;=8,62 za N-4 piperazinskog prstena. Pri fizioloskom pH, pKaz

4



iznosi 8,25 te dolazi do znacajne disocijacije obje nabijene grupe i do stvaranja zwitterionskog
oblika (Sharma i sur., 2010). Topljivost antibiotika ciprofloksacina ovisi i o pH vrijednosti. Pri
pH-vrijednosti 4-5 pokazuje najveéu topljivost ( >40 mg mL™) ako se pH podesi pomoéu
klorovodi¢ne kiseline, jer dolazi do stvaranja hidrokloridnog oblika ciprofoksacina.
Ciprofloksacin je gotovo netopiv pri neutralnom pH, dok se porastom pH povecava topljivost
te pri pH 11 iznosi priblizno 30 mg mL* (Parwe i sur., 2014).

U farmakokineti¢ka svojstva ubrajamo apsorpciju, distribuciju, metabolizam i eliminaciju
(eng. absorption, distribution, metabolism, and excretion; ADME). Ciprofloksacin se lako
apsorbira, ali potpuna apsorpcija se ne postize oralnom primjenom. Apsolutna bioraspolozivost
oralnog ciprofloksacina iznosi 70 do 80 %, bez znacajnog gubitka. Distribucija ciprofloksacina
u tkivo je bolja od drugih lijekova iste skupine zbog slabog vezanja na proteine plazme.
Ciprofloksacin dobro prolazi u razli¢ite tekucine i tkiva, osim u srediSnji Ziv€ani sustav nakon
oralne primjene. Koristi se uglavnom za infekcije mokra¢nog sustava jer je koncentracija lijeka
u mokra¢i veca od minimalne inhibitorne koncentracije. Metabolizam ciprofloksacina se
uvelike razlikuje u stupnju do kojeg se metabolizira i eliminira u jetri ili bubreznim
izlu¢ivanjem. Primarni put eliminacije je putem bubrega, dok je sekundarni put izlucivanja

preko jetre (Sharma i sur., 2010).

2.1.3. Antibioticka rezistencija

Bakterijske infekcije predstavljaju znacajnu prijetnju zdravlju na globalnoj razini i
odgovorne su za vec¢inu bolnickih infekcija $§to dovodi do velike smrtnosti 1 opterecenja
zdravstvenog sustava. Druga generacija fluorokinolonskih antibiotika pokazuje izvrsno
antimikrobno djelovanje i farmakokineticka svojstva te je uvedena u klini¢ku praksu za
lijeenje bakterijskih infekcija otprilike 3 desetlje¢a. Medutim, danas Siroko rasprostranjeni
antibioticko rezistentni patogeni Cine lijekove poput ciprofloksacina sve neucinkovitijima, pa
je naglasak na razvitku novih antibakterijskih lijekova. Evolucija novih viruletnih oblika
bakterija, poput patogena otpornih na lijekove s razli¢itom razinom rezistencije kao Sto su
meticilin-rezistentna S. aureus (MRSA), meticilin-rezistentna S. epidermidis (MRSE),
vankomicin-rezistentna S. aureus (VRSA), dovela je do povecanja stope smrtnosti. Zbog toga,
postoji potreba za racionalnim dizajnom novih i ucinkovitih derivata antibiotika s velikim

potencijalom protiv patogena rezistentnih na postojece lijekove (Zhang i sur., 2018).

Harrison i Lederberg (1998) definirali su antibioti¢ku rezistenciju kao sposobnost bakterije

da inaktivira ili iskljucuje antibiotik, ili mehanizam koji blokira inhibitorne ili smrtonosne



ucinke antibiotika. Bakterije postanu rezistentne na djelovanje antibiotika radi spontanih
promjena - mutacija, koje se povremeno javljaju radi pogresaka u replikaciji DNA u pojedinim
jedinkama. Fluorokinoloni izazivaju oste¢enje bakterijske DNA, stoga je terapija ovom vrstom
antibiotika podlozna tim promjenama. Postoje dva mehanizma stvaranja rezistencije na
fluorokinolone: 1) promjena u strukturi enzima DNA giraze i topoizomeraze 1V i 2) smanjenje
koncentracije lijeka unutar bakterijske stanice smanjenom permeabilnoséu lijeka u stanicu ili
poveéanom aktivnos¢u pumpi koje lijek izbacuju iz stanice. Promjena enzima vaznih za
replikaciju DNA podrazumijeva smanjen afinitet za molekulu fluorokinolona, koja se ne moze
vezati za njih 1 time gubi aktivnosti. Promjena se dogada na mjestu bakterijskog kromosoma
koji kodira za redoslijed aminokiselina u podjedinici enzima koje se naziva QRDR (eng.
quinolone resistance determining region) tj. podrucje koje odreduje rezistenciju na kinolone.
Drugi mehanizam stvaranja rezistencije smanjenjem koncentracije lijeka unutar bakterijske
stanice bazira se na smanjenju koli¢ine membranskih proteina - porina, koji sudjeluju u ulasku
fluorokinolona u bakterijsku stanicu procesom difuzije. Proteinske pumpe u bakterijskoj
citoplazmatskoj membrani odgovorne su za izbacivanje pojedinih molekula iz stanice. Ukoliko
dode do mutacija u DNA koja ¢e povecati ekspresiju gena zaduzenog za sintezu tih proteinskih
pumpi, do¢i ¢e i do povecanog izbacivanja fluorokinolona iz bakterijske stanice te samim time
i smanjenje antibakterijskog ucinka. Osim toga, u nekim gram-negativnim bakterijama je
primije¢ena rezistencija na kinolone uzrokovana plazmidima jer bakterije imaju sposobnost

razmjene genetskog materijala plazmidima (Hooper, 2002).

Ali i sur. (2010) proveli su in vitro testove antimikrobne aktivnosti ciprofloksacina te se
pokazalo da je 27,02 % Escherichia coli otporno na antibiotik ciprofloksacin, te zatim redom:
21,95 % Staphylococcus aureus, 16,66 % Salmonella typhi, 72,22 % Klebsiella pneumonia i
44,44 % Pseudomonas aeruginosa. U radu El Astal (2005) provedeno je istrazivanje ucestalosti
rezistencije ciprofloksacina izmedu 480 izolata dobivenih od pacijenata s urinarnom
infekcijom, pri ¢emu je stopa rezistencije iznosila 15 %, a najveéi postotak rezistencije
primijecen je kod bakterija Staphylococcus saprophyticus (25 %) i Acinetobacter haemolyticus
(28,6 %). Nedavne studije i meta-analiza pokazale su da se stopa rezistencije na ciprofloksacin
u Escherichia coli povecava te da uporabu ciprofloksacina potrebno pazljivo dozirati i
kontrolirati osobito u zemljama u razvoju (Alsughayer i sur., 2021). Opcenito, ucestalost
rezistencije na fluorokinolone je u porastu, stoga je potrebno oprezno i racionalno koristiti tu
skupinu lijekova u dovoljnim dozama i dovoljnom trajanju terapije, kako bi se antibioticka

rezistencija svela na minimum (Weitner i sur., 2004).



2.2. DERIVATI CIPROFLOKSACINA

Ciprofloksacin ima snazno antimikrobno djelovanje, no porast antimikrobne rezistencije
na ovaj lijek zahtijeva razvoj novih derivata na koji ciljni mikroorganizmi ne bi bili otporni i
Sto bi omogucilo produljenje klinicke upotrebe ovoga lijeka. Istrazivanja strukturne aktivnosti
fluorokinolona zapocela su 1970-ih te su omogucila znacajna pobolj$anja njihove u¢inkovitosti,
spektra djelovanja i in vivo aktivnosti (Cormier i sur., 2012). Razvijeni su brojni derivati
ciprofloksacina koji su pokazali razliita bioloska svojstva poput antibakterijskih,
antitumorskih, antifungalnih, antioksidacijskih, antimalarijski, antituberkuloznih medu kojima
antibakterijsko svojstvo glavno podrucje istrazivanja tih derivata (Zhang i sur., 2018).
Molekularne modifikacije poput bioizosterickin zamjena, homologije ili grananja boc¢nih
lanaca, stereokemije i ostale korisne tehnike za dizajnirane derivata i razvoj ciprofloksacina
dovele su do postojanja antimikrobnog lijeka Sirokog spektra djelovanja, minimalne toksi¢nosti

i nuspojava.

Razli¢ite modifikacije molekule ciprofloksacina napravljene su radi poboljSanja

antibakterijske aktivnosti, ali primarni ciljevi su bili slijedeci:

1. Poveéanje aktivnosti prema rezistentnim sojevima mikroba, anaeroba i atipi¢nih
mikroorganizama;
2. Smanjenje stope rezistentnosti;

3. PoboljSanje farmakokinetickih 1 farmakodinamickih parametara.

Modifikacije postoje¢ih antibiotika su puno isplativije nego proces razvoja novih
antibiotika 1 njihovog klinickog ispitivanja. Takoder, sintetizirani derivati pokazuju vecu
antibakterijsku aktivnost, vecu bioraspolozivost, te poboljsanu distribuciju u tkiva od izvornog

ciprofloksacina (Sharma i sur., 2010).

2.2.1. N-acilirani derivati ciprofloksacina

Struktura ciprofloksacina omogucuje vezanje susptituenata na brojne ugljikove atome, pri
cemu je supstituent na N-4 poziciji piperazinskog prstena najvazniji pri svladavanju
rezistencije, jer se tim dijelom fluorokinolon veze za topoizomerazu IV (Alsughayer i sur.,
2021). Cormier i sur. (2012) pronasli su na¢in kako povecati bioaktivnost ciprofloksacina, te su
dizajnirali derivate ciprofloksacina dodatkom hidrofobnih acilnih ostataka na dusik
piperazinskog prstena. Dodatak acilnih supstituenata na ovome mjestu smanjuje rezistenciju

bakterija na lijekove, povecava hidrofobnost molekule ciprofloksacina §to omogucava laksi
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prolazak kroz stani¢nu membranu, te manji afinitet za eksportne membranske proteine. Sinteza
N-aciliranih derivata ciprofloksacina (slika 2) provedena je tretiranjem ciprofloksacina s
odgovaraju¢im acil-kloridom ili anhidridom kiseline uz prisutnost trieltilamina na sobnoj

temperaturi.

O 0O

o 0
F
F HO
HO | RCOCI or RC(O)OC(O)R |

A OH Et;N, CH,Cl, A K/NE’R

Sobna temperatura

N-acilirani derivat

Slika 2. Sinteza N-aciliranih derivata ciprofloksacina (R= metil, etil, propil, butil, pentil itd.)
(prema Cormier i sur., 2012)

Antimikrobna aktivnost sintetiziranih N-aciliranih derivata ispitana je disk difuzijskom
metodom te je primijeCena veéa sposobnost inhibicije prema meticilin-rezistentnoj
Staphylococcus aureus (MRSA) od izvornog ciprofloksacina, pri ¢emu je najvecu aktivnost
pokazao N-heksanoilni derivat ciprofloksacina. Derivat 1-ciklopropil-6-fluor-7-[4-(2-
metilpentanoil)piperazin-1-il]-4-okso-1,4-dihidrokinolin-3-karboksilna kiselina (2-
metilpentanoil-ciprofloksacin) ima nizu minimalnu inhibitornu koncentraciju za MRSA soj i
ona iznosi 1 pg mL™, dok je za ciprofloksacin 15 pg mL™?. Prilikom ispitivanja ucestalost
spontanih mutacija bakterije MRSA, 7-(4-acetilpiperazin-1-il)-1-ciklopropil-6-fluor-4-okso-
1,4-dihidrokinolin-3-karboksilna kiselina i 2-metilpentanoil-ciprofloksacin pri MIC od 2,5 pg
mL? pokazali su aktivnost bolju od ciprofloksacina, jer nije doslo do rasta rezistentnih
bakterija. U slucaju gram-negativnih bakterija E. coli i Bartonella sp., derivati su pokazali bolju
antibakterijsku aktivnost te postoji op¢i trend smanjenja bioaktivnosti spojeva povecanjem

duljine acilnog lanca, §to povezujemo s pove¢anjem hidrofobnosti.

Zhang i sur. (2018) sinetizirali su nekoliko razli¢itih derivata s alkilnim supstituentom
na pozicijama N-1 i N-4 molekule ciprofloksacina, od kojih se N-4-metil ciprofloksacin
pokazao najuéinkovitijim prema gram-pozitivnim S. aureus i S. pneumoniae te prema dvjema
gram-negativnim P.aeruginosa i E. coli. Njegova minimalna inhibitorna koncentracija
znacajno je manja od izvornog ciprofloksacina. Marquez i sur. (2014) sintetizirali su ¢etiri N-
acilirana derivata ciprofloksacina na N-4 poziciji piperazinskog prstena (acetil-, benzoil-, etil-
i benzil-) te su odredili njihova farmakoloska svojstva ukljucujuéi antibakterijsku aktivnost,
akumulaciju u fagocite, aktivnost prema unutarstani¢nim bakterijama i osjetljivost prema

eksportnim proteinima. Modifikacija na tom poloZaju ne utjeCe na smanjenje antibakterijske
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aktivnosti, jer je okosnica strukture fluorokinolona zadrzana. Iako ovi derivati pokazuju slabiju
antibakterijsku aktivnost od ciprofloksacina, derivat N-benzil-ciprofloksacin pokazao je vrlo

visoku razinu akumulacije u makrofage i nije osjetljiv na odredene bakterijske efluksne pumpe.

Osim antimikrobne aktivnosti, ciprofloksacinu se pripisuje i antiproliferativna i
apoptoticka aktivnost u nekoliko tumorskih stani¢nih linija. Vode¢i se time, Azema i sur. (2009)
sintetizirali su nove derivate ciprofloksacina, supstituirane na N-4 polozaju piperazinskog
prstena, razlic¢ite hidrofobnosti i ispitali njihovu aktivnost na 5 humanih tumorskih stani¢nih
linija. Takoder, je ispitana i in vivo toksi¢nost u miSevima te su se derivati pokazali netoksi¢no
djelovanje prema maksimalnoj toleriranoj dozi > 80 mg kg? §to ukazuje da jednostavnim
supstituentima mozemo regulirati toksi¢nost. N-acilirani derivat s 9 C atoma se pokazao puno
ucinkovitiji od izvornog ciprofloksacina, te je pokazao vece antiproliferativno djelovanje od N-
alkoksikarbonilnog i N-oksietilalkanoatnog derivata. Povecanjem lipofilnosti, povecava se

afinitet za stanicnu membranu, a time i laks$i ulazak lijeka u stanicu.

Modifikacija piperazinskog dusika acilacijom, ne mijenja efekt molekule prema
bakterijskoj meti. N-acilirani derivati su vrlo uéinkoviti u uni$tavanju unutarstani¢nih bakterija,

Sto ukazuje na prikladnost ovih antibiotika u terapijskom lijecenju (Cormier i sur., 2012).

2.3.  ZELENA OTAPALA

Globalni ekoloski problemi poput oneciS¢enje zraka, tla i vode te promjena klime
predstavljaju veliku opasnost za covjecanstvo, a sve je to posljedica primjene raznih Stetnih
tvari koje izravno ili neizravno primjenjuju u kemijskoj, petrokemijskoj, farmaceutskoyj,
biotehnoloskoj i agrokemijskoj industriji (Cvjetko Bubalo i sur., 2014). Povecanjem ekoloske
osvijeStenosti, pokrenuto je sve viSe istraZivanja za pronalazak ,,zelenijih“ rjeSenja s ciljem
smanjenja oneciS¢enja okoliSa uzrokovanim tehnoloskim procesima uz istovremeno povecanje
prinosa proizvodnje i s naglaskom na odrzivost procesa. Postoji 12 principa zelene kemije, a
neki od njih su: zastita okolisa, ekonomi¢nost tehnoloskih procesa, primjena sigurnijih otapala,
dizajniranje sigurnijih kemikalija, u¢inkovito koristenje energije, upotreba obnovljivih sirovina,
upotreba katalizatora i biokatalizatora, upotreba biorazgradivih proizvoda itd. Usvajanjem tih
nacela mogu se rijeSiti globalni ekoloSki problemi, a jedan od takvih je zamjena Stetnih

organskih otapala sa sigurnim, netoksi¢nim, jeftinijim 1 biorazgradivim zelenim otapalima

(Kudlak i sur., 2015).



Svakodnevno se u mnogim industrijskim procesima koriste organska otapala koja ¢ine 60
% svih industrijskih emisija te 30 % emisije hlapljivih organskih tvari na planeti. Njihova
primjena je neizbjezna zbog kljuéne uloge u otapanju krutina, prijenosu mase i topline, utjecaju
viskoznosti te u koracima separacije i procis¢avanja. Medutim, vecina organskih otapala je
toksiCna, zapaljiva i korozivna, te uzrokuje brojne negativne ucinke na okolis i ljudsko zdravlje.
Osim toga, veéina takvih otapala se sastoji od komponenti iz naftnih derivata te je potreba za
zamjenom tih komponenti iz obnovljivih izvora. Voda je uvijek prvi izbor otapala jer je
netoksi¢na i lako dostupna, ali zbog slabe topljivosti mnogih organskih komponenti u vodi i
visokih energetskih troSkova prilikom izdvajanja vode iz reakcijskih sustava, njena primjena je
ograni¢ena (Cvjetko Bubalo i sur., 2015). Kao alternativa organskim otapalima i vodi isticu se
razli¢ita ekoloski prihvatljiva, netoksi¢na, biorazgradiva otapala poput ionskih kapljevina,
superkritiénih i subkriti¢nih fluida, fluorirana otapala, otapala dobivena iz prirodnih ili
obnovljivih izvora (npr. niskotemperaturna eutekticka otapala i otapala na bazi glicerola). Medu
njima, niskotemperaturna eutekticka otapala (eng. Deep Eutectic Solvents, DES) pokazala su
najvecéi potencijal u podrucju zelene kemije zbog svoje neznatne hlapljivosti, nezapaljivosti,
biorazgradivosti, niske toksi¢nosti te upotrebe u razli¢itim podru¢jima od kemijske sinteze,

(bio)katalize, razdvajanja i analize razlicitih spojeva, biomedicine i dr. (Radovi¢ i sur., 2021).

2.3.1. Niskotemperaturna eutekticka otapala

2.3.1.1.  Svojstva niskotemperaturnih eutektickih otapala

Niskotemperaturno eutekticko otapalo je smjesa dvije ili viSe komponenti, koja ima niZe
taliSte u odnosu na taliSta pojedinacnih sastavnih komponenti (Tang i Row, 2013).
Niskotemperaturno eutekticko otapalo dobiva se mijeSanjem nabijenog akceptora vodika (eng.
hydrogen bond acceptor, HBA) kao $to je netoksi¢na kvaterna amonijeva sol (npr. kolin klorid
i betain) i nenabijenog donora vodika (eng. hydrogen bond donor, HBD) poput amina,
ugljikohidrata, alkohola i karboksilnih kiselina, gdje su komponente povezane jakim vodikovim
vezama i u odredenom molarnom omjeru. S obzirom na sli¢na fizikalno-kemijska svojstva
(nehlapljivost, nezapaljivost, visoka viskoznost) i velikog broja mogucéih struktura, DES-ovi se
svrstavaju u ¢etvrtu generaciju ionskih kapljevina, iako se radi o razli€itoj vrsti otapala (Cvjetko
Bubalo i sur., 2015).

Niskotemperaturna eutekticka otapala se jednostavno pripremaju, imaju nisku toksi¢nosti
i cijenu, te ih karakterizira veliki broj moguc¢ih kombinacija ishodnih tvari i moguénost odabira

pozeljnih fizikalno-kemijskih svojstava sto ih ¢ini ,,dizajniranim* otapalima. Prilikom sinteze
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DES-a moze se utjecati na viskoznost, provodljivost, gustocu, tocku ledista i dr. Vec¢ina DES-

a ima gustoc¢u vecu od vode i sirovina od kojih su sintetizirani, a ona ovisi 0 molarnim omjerima

ishodnih tvari. Viskoznost DES-a se moze regulirati dodatkom vode pri sintezi ili u ve¢

sintetizirano otapalo, te ovisi o temperaturi (Tang i sur., 2015).
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Slika 3. Primjer komponenti za sintezu niskotemperaturnih eutektic¢kih otapala (Radovic i

sur., 2021)

Op¢i postupak sinteze niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala ukljucuje mijesanje dvije il

vise tvari u odredenom molarnom omjeru uz zagrijavanje (od 50 do 60 °C) do nastanka prozirne

tekuc¢ine. Neka otapala zahtijevaju dodatak vode koja se moze dodati izravno s ostalim

komponentama tijekom sinteze ili nakon pripreme u sintetizirano otapalo. Poznato je jo$

nekoliko nacina pripreme DES-a, no prvi korak koji uklju¢uje mijeSanje akceptora i donora

vodikove veze u odredenom molarnom omjeru je zajednic¢ki. Obzirom na ishodne tvari koje se

koriste za sintezu niskotemperaturnih eutektickih otapala razlikujemo cetiri vrste: 1) Tip I-

kvaterna sol i halogenid metala poput Zn, Sn, Fe; 2) Tip Il-kvaterna sol i halogenid metala

poput Cr, Co, Fe; 3) Tip I11- kvaterna sol i donor vodikove veze poput amida, kiseline i alkohola

i 4) Tip IV- halogenid metala i donor vodikoveze veze poput amida i alkohola. Vec¢ina njih su
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tipa Il jer se temelje na mjesavini jeftinih i lako dostupnih spojeva (slika 3) (Radovi¢ i sur.,
2021).

Podskupina niskotemperaturnih eutetickih otapala su prirodna niskotemperaturna
cutekti¢ka otapala (eng. Natural Deep Eutectic Solvents, NADES), ¢iji su donori vodikove veze
primarni metaboliti poput aminokiselina, organskih kiselina, ugljikohidrata, alkohola, amida i
i poliola (Paivai sur., 2014). NADES-i se smatraju dobrom alternativnom klasi¢nim organskim
otapalima radi niza svojstava: niska toksi¢nost, niska hlapljivost i zapaljivost, pristupacna
cijena te veliki broj razli¢itih kombinacija i prilagodljive fizikalno-kemijske karakteristike
(Kudlak i sur., 2015).

Ova otapala okarakterizirana su dobrim fizikalno-kemijskim svojstvima, ukljucujuci
zanemarivu hlapljivost, ¢esto su kapljevine pri sobnoj temperaturi, ponekad i na temperaturama
ispod 0 °C, promjenjivu viskoznost, $iroki raspon polarnosti i mogucnosti otapanja razli¢itih
teSko topljivih komponenti (RadoSevic i sur., 2016). Jedno od bitnih svojstva NADES-a je to
Sto su njegove komponente prirodne, pa se NADES moze sintetizirati i metabolizirati u vecéini
organizmima §to ga ¢ini  Visoko biokompatibilnim. Nadalje, ima prednost pred
konvencionalnim organskim otapalima jer je biorazgradivo te ne predstavlja opasnost za okolis,
a uz to moguce ga je reciklirati i ponovno upotrijebiti (Liu i sur., 2018). Smatra se da tijekom
sinteze NADES-a ne nastaju toksi¢ni i nezeljeni produkti niti otpad, stoga teoretski E-faktor
iznosi 0. E-faktor (eng. Environment Factor) je omjer proizvedenog otpada i dobivenog
produkta te predstavlja mjeru zelenosti neke reakcije. Shodno tome, sinteza NADES-a je u
potpunosti odrzivi i zeleni proces. Takoder, prinos procesa sinteze je 100 % iz razloga Sto su
ova otapala ve¢inom smjese dviju komponenti te nije potrebna nikakva kemijska reakcija pa je

i ekonomija atoma 100 % (Paiva i sur., 2014).

2.3.1.2.  Toksicnost niskotempaturnih eutektickih otapala

Prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala pripremaju se isklju¢ivo od prirodnih
komponenti, te se smatraju ,,zelenijima“ od DES-a (Yang i sur., 2019). Upravo radi toga,
njihova toksi¢nost je niska, ali procjena toksi¢nosti I biorazgradivosti neizostavni je dio
istrazivanja njihove sinteze i primjene (Radosevic i sur., 2018).

Prvi test citotoksi¢nosti NADES-a proveli su Paiva i sur. (2014). Testirali su 11 NADES-
a na stani¢noj liniji fibroblasta 1929 u usporedbi s dvije tipi¢ne ionske kapljevine. Cetiri
NADES-a ¢ije su komponente vinska i limunska kiselina djelovali su iznimno inhibiraju¢e na
stani¢nu liniju, kao 1 ionske kapljevine. To upucuje da prisutnost organske kiseline moze imati

Stetan u¢inak na stanice, $to se pripisuje niskoj pH vrijednosti organske kiseline. Jednak trend,
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uocili su i RadoSevi¢ i sur. (2018) u ispitivanju antimikrobnog ucinka prema bakterijama
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella typhiurium, Pseudomonas aeruginosa i
Staphylococcus aureus i kvascu Candidada albicans te citotoksi¢nog u¢inka na humanim
stani¢nim linijama HEK293T, HeLa i MCF-7 deset razli¢itih NADES-a. NADES-i koji sadrze
limunsku kiselinu djelovali su inhibiraju¢e na rast mikroorganizama $to ih ¢ini potencijalnim
antimikrobnim agensima, te se njihovo inhibirajuc¢e djelovanje povezuje s pH vrijednosti jer
dolazi do oStecenja stanicne membrane uslijed visoke kiselosti. S druge strane, NADES-i Cije
su komponente betain, kolin, Seceri i Se¢erni alkoholi, nisu pokazali antimikrobnu aktivnost,
dok je urea pokazala niski antimikrobni u¢inak. Kvasac Candida albicans nije pokazao
osjetljivost na testirane NADES-e, dok su svi ostali mikroorganizmi relativno osjetljivi. Cetiri
NADES-a baziranih na kolin kloridu s oksalnom kiselinom, ureom, ksilitolom i sorbitolom,
testirani su na jednoj normalnoj stanicnoj liniji HEK293T i dvije tumorske stani¢ne linije- HeLa
i MCF-7. Najve¢i inhibitorni u¢inak imao je NADES kolin klorid:oksalna kiselina u tumorskim
stanicama HelLa i MCF-7, dok je za normalne stanice bio manji. Takvi rezultati se slazu s
prethodnima (Radosevi¢ i sur., 2015), gdje formiranje kristala kalcijevog oksalata unutar
stanice inducira Stetno djelovanje na tumorske i normalne stanice. Jaci toksi¢ni ucinak u
tumorskim stanicama od normalnih objaSnjava se ¢injenicom da tumorske stanice zbog vec¢ih
potreba za energijom, unose i viSe sastojaka iz medija za rast (npr. glukoza, aminokiselina,
faktori rasta), pa samim time i viSe otapala. Nadalje, Zhao i sur. (2015) testirali su antimikrobnu
aktivnost 12 NADES-a na bazi kolin klorida s aminima, alkoholima, Secerima i organskim
kiselinama. Sedam NADES-a s organskom kiselinom imali su znacajni inhibicijski u¢inak na
gram-negativne (Echerichia coli i Salmonella enteritidis) i gram-pozitivne bakterije
(Staphylococcus aureus i Listeria monocytogenes), s time da je vec¢i uéinak prema gram-
negativnim bakterijama zbog razlicite grade stani¢ne stijenke. Ostalih pet otapala sa Se€erima,
alkoholom i aminima nisu pokazali inhibitorni u¢inak.

Hayyan i sur. (2013) proveli su testove citotoksi¢nosti na vodenom raku Artemia salina.
Rezultati su pokazali da komponente DES-a pojedinacno imaju manju toksi¢nost od
dvokomponentnog DES-a. Naime, sama priroda DES-a nastala kao posljedica interakcija
donora vodikove veze i organske soli, ali 1 lo§ prijenos kisika u kulturi stanica u hranjivoj
podlozi zbog povecane viskoznost DES-a moze biti razlog takvoj aktivnosti. Da su NADES-i
manje toksi¢ni od DES-a, pokazali su Mbous i sur. (2017) u svom ispitivanju citotoksi¢nosti
dva NADES-a (kolin klorid:fruktoza (2:1) i kolin klorid:glukoza (2:1)) i DES-a (N,N-dietil
etanolamonijev Klorid:trietilen glikol (1:3)) na Sest humanih tumorskih stani¢nih linija.

Najtoksi¢niji je bio DES, a najmanji inhibitorni u¢inak imala je kolin klorid:fruktoza. Glukoza
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1 fruktoza se koriste kao izvori energije, pa njihova visoka razina unosa u stanicu moze
potaknuti sintezu produkata glikacije, a zatim i sintezu reaktivnih kisikovih radikala (eng.
Reactive oxygen species, ROS). Osim toga, napravljen je i test permeabilnosti otapala kroz
membranu, te je DES uzrokovao oStec¢enje stani¢ne membrane Sto je posljedi¢no dovelo do
nekroze stanica.

Dosadas$nja istrazivanja ukazuju da su niskotemperaturna eutekticka otapala niske do
umjerene toksi¢nosti, obzirom na komponente od kojih su gradeni, no potrebno je provesti jo$

studija (cito)toksi¢nosti kako bi se ova otapala mogla sigurno primjenjivati.

2.3.2. Primjena niskotemperaturnih eutektic¢kih otapala u farmaceutici

Farmaceutska industrija suocava se s velikim problemima prilikom priprave i formulacije
lijekova od kojih su najveéi topljivost i propusnost lijeka, $to vodi do neprikladne
farmakokinetike i slabe biodostupnosti djelatne tvari lijeka (eng. Active pharmaceutical
ingredient, API). Kako bi se prevladao problem niske topljivosti i/ili propusnosti lijekova, ¢esto
se daju vece doze od potrebnih $to dovodi do sistemske toksi¢nosti i teSskih nuspojava (Duarte
i sur., 2017). Zbog svoje raznolikosti, netoksi¢nosti i biorazgradivosti, DES je pronasao
primjenu u razvoju farmaceutskih formulacija. Objavljeno je niz studija u kojem DES moze
otopiti lijekove 1 povecati njihovu topljivost, permeabilnost i apsorpciju (Paiva i sur., 2014).

DES-ovi imaju Siroku znanstvenu i tehnoloSku pozornost kao jeftina alternativa organskim
otapalima 1 ionskim teku¢inama, te se koriste u razli¢itim podrucjima kemijske, biotehnoloSke
1 elektrokemijske industrije. U farmaceutici, niskotemperaturna eutekticka otapala zbog
prilagodljivosti fizikalno-kemijskih svojstava, niske toksi¢nosti te kemijske i toplinske
stabilnosti, koriste se kao sredstva za isporuku lijekova do ciljnog mjesta u organizmu, medija
za enzimske reakcije te za otapanje teSko topljivih lijekova u vodi. Poznato je da uc¢inkovitost
lijeka ili djelatne farmaceutske tvari u izravnoj korelaciji s njegovom topljivosti, biodostupnosti
1 propusnosti. NiZza topljivost lijeka dovodi do niZe stope biodostupnosti i permeabilnosti.
Idealno otapalo moze sprijeciti agregaciju i taloZenje lijeka/API-ja, stoga DES-ovi zbog svojih
pogodnih svojstava predstavljaju obecavajuce rjeSenje problema topljivosti te isporuke lijekova

do ciljnih mjesta u organizmu (Abidin i sur., 2019).
2.3.2.1.  Otapanje tesko topljivih spojeva
U pripravi i formulaciji novih lijekova Cesto se susreCemo s problemom niske topljivosti,

Sto utjeCe na nisku bioraspolozivost 1 posljedicno do otezane isporuke lijeka na ciljno mjesto.
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Mnoge aktivne farmaceutske tvari su polarnog ili ionskog karaktera kako bi se omogucilo
vezanje za aktivno mjesto supstrata, Sto Cesto rezultira slabom topljivos¢u u vodenim
otopinama. Slozeni spojevi s farmaceutskom aktivnosti ¢esto su gradeni od polimorfnih kristala
koji mogu pokazati razli¢itu farmakokinetiku prvenstveno zbog razliCite stope topljivosti. U
tom slucaju, proucavani su ko-kristali koji se smatraju na¢inom zaobilazenja polimorfizma.
Medutim, nedavna istrazivanja su pokazala da i u ko-kristalima mogu postojati polimorfne
strukture (Abbot i sur., 2017). Za prevladavanje ovog problema, DES-ovi imaju veliki
od najznacajnijih primjena DES-a je u otapanju tesko topljivih lijekova/API-ja u vodi (Abidin
i sur., 2019). Vec¢ina formulacija lijeka je pozeljna u tekucem obliku pri ¢emu je
najjednostavnija priprema u vodi. Medutim, mnoge djelatne tvari lijeka nisu dovoljno topljive
u vodi niti su stabilne u vodenim otopinama. Topljivost je jedan od najvecih problema za
farmaceutsku industriju jer oko 40 % lijekova odobrenih za trziste i skoro 90 % molekula u
razvoju slabo su topljivi u vodi (Kalepu i Nekkanti, 2015). lako se organska otapala mogu
koristiti za otapanje odredenih lijekova i minimiziranje razgradnje molekula posredovane
vodom, upotreba organskih otapala nije prakticna niti pozeljna U vecini farmaceutskih
okruzenja. KoriStenje organskih otapala nije poZeljno zbog toksi¢nosti, zapaljivosti, hlapljivosti
te nepovoljnih utjecaja na okoli§. Nadalje, mnoga organska otapala imaju neugodan miris
odnosno okus. Stoga, NADES-i koji se sastoje od komponenti prirodnog podrijetla, imaju veliki
potencijal za farmaceutsku primjenu zbog svoje biorazgradivosti, niske toksi¢nosti i
sposobnosti otapanja razli¢itih spojeva ukljucujuci i one netopive u vodi (Lu i sur., 2016).
Zbog velike moc¢i otapanja 1 niske toksi¢nosti, DES-ovi se uvelike istrazuju kao
alternativna otapala za otapanje API-ja, posebice za topi¢ke formulacije (Pedro i sur., 2019).
Stott i sur. (1998) su medu prvima za poboljSanje permeabilnosti kroz kozu i transdermalni
sustav dostave lijeka opisali upotrebu DES-a na bazi mentola i ibuprofena. Topljivost lijekova
poput benzojeve kiseline, itrakonazola i grizeofulvina je 5 do 22 000 puta ve¢a u NADES-ima
(kolin klorid:urea (1:3) i klon klorid:mali¢na kiselina (1:1)) nego u vodi (Morrison i sur., 2009).
Rozema i sur. (2015) pokazali su izvedivost i dobrobit otapanja ne aciliranog salicilata, slabo
topljivog u vodi u NADES-u 1,2-propandiol:kolin klorid:voda (1:1:1). Tu je NADES koristen
kao alternativa za DMSO u funkcionalnim in vitro testovima sa stanicama adipocita. Da je
topljivost bolja u DES-u nego u vodi, pokazali su i Lu i sur. (2016) na primjeru topljivosti pet
nesteroidnih protuupalnih lijekova (aspirin, acetaminofen, ketoprofen, naproksen, ibuprofen)
inace netopljivih u vodi. DES-ovi s kolin kloridom kao akceptorom vodikove veze i s razli¢itim

donorima vodika poput alkohola, Seéera, organskih kiselina i uree, pokazali su se dobrim
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otapalima za navedene lijekove te se topljivost lijekova povecala za 17 do 5477 puta u
usporedbi s njihovom topljivoséu u vodi. Takvo povecéanje topljivosti pokazalo je da se DES-
ovi mogu koristiti kao potencijalni nosaci za nevodene tekuce formulacije lijekova.

Osim $to imaju utjecaja na topljivost API-ja, DES-ovi utjecu i na kemijsku stabilnost te
posljedi¢no na biodostupnost API-ja (Pedro i sur., 2019). Vecina API-ja nije stabilna u vodenim
otopinama te su poznati razli€iti putevi njihove razgradnje. Primjer su farmaceutici koji sadrze
estersku skupinu kao $to je aspirin, koji uslijed ¢uvanja u vodenoj otopini podlijeze hidrolizi do
salicilne i octene kiseline. Lu i sur. (2016) pokazali su da je hidroliza aspirina u DES-u kolin
klord:1,2-propandiol 8,2 puta sporija nego u vodenoj otopini. Takoder, NADES betain:urea
utjece na povecanje stabilnost B-laktamskih antibiotika-imipenema i klavulanske kiseline za 2,5
do 7 puta viSe u usporedbi s vodenom otopinom (Olivares i sur., 2018).

Topljivost je jedna od najvaznijih i najkriti¢nijih fizikalno-kemijskih svojstava lijekova te
je od iznimne vaznosti poznavati topljivost aktivnih tvari u odabranim otapalima sa ciljem
identifikacije najucinkovitijeg puta isporuke lijeka do ciljnog mjesta i razvitka u¢inkovitijih
APIl-ja. lako je podatak o topljivosti lijeka iznimno vazan prilikom odlu¢ivanja u procesu
razvoja lijeka, postojec¢i eksperimentalni podaci o topljivosti pri pozeljnim uvjetima jo§ su
uvijek oskudni i ve¢inom nedostupni. Buduci da ciprofloksacin ima slabu topljivost u vodi, a
vecéu u organskim otapalima, njega karakterizira i manja bioraspolozivost zbog slabe topljivosti
u bioloskim tekuc¢inama, koje su u osnovi vodene otopine (Caco i sur., 2008). Nadalje, zbog
toksi¢nosti organskih otapala, veliki je potencijal primjene NADES-a kao mogucih otapala za

ovaj antibiotik sa ciljem povecanja topljivosti i biodostupnosti lijeka.

2.3.2.2.  Terapeutska niskotemperaturna eutekticka otapala

Izraz terapeutsko niskotemperaturno eutekti¢ko otapalo (eng. Therapeutic Deep Eutectic
Solvents, THEDES) odnosi se na bioaktivni eutekticki sustav koji sadrzi API kao komponentu
koja tvori DES. Primjena THEDES-a rezultira poveéanom topljivosti, biodostupnosti i
permeabilnosti APl-ja. API u sklopu THEDES formulacije ima razliitu topljivost od
samostalnog, a razlog tome je njegova pretvorba u tekuce stanje. Na primjer, ibuprofen u sklopu
DES formulacije postoji u tekuc¢em obliku dok je ¢isti ibuprofen u obliku praha (Abidin i sur.,
2019). Priprema THEDES-a predstavlja veliki doprinos farmaceutici jer dolazi do stvaranja
tekuceg API-ja ¢ime je moguce povecati bioraspolozivost i brzinu isporuke lijeka, te smanjiti
njegovu toksi¢nost. Dizajn novih THEDES-a nije lak proces te jo$ uvijek nedostaju znanja o
interakcijama uspostavljenih izmedu molekula THEDES-a S§to usporava razvoj ovakvih

sustava. Ipak, ovaj pristup je zbog svoje jednostavne pripreme jedna od vaznijih strategija pri
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razvoju novih formulacija lijekova. Sinteza THEDES-a daje 100 % ¢isti proizvod, bez gubitaka
tijekom proizvodnje i bez potrebe za naknadnim koracima proc¢is¢avanja. Nadalje, prijenos
procesa u veliko mjerilo je relativno jednostavan, §to je jo$ jedna pozitivna strana za
farmaceutsku industriju (Duarte i sur., 2017).

THEDES-i se mogu pripremiti iz velikog broja APl-ja pri ¢emu je pravilan odabir
akceptora i donora vodikove veze kljucan za stvaranje tekuce formulacije sa zadovoljavaju¢im
terapeutskim svojstvima. Prvi THEDES sustav sastavljen od mentola i ibuprofena opisali su
Stott 1 suradnici 1998. godine, a cilj im je bio povecati koznu permeabilnosti te razviti
transdermalni nacin dostave API-ja putem THEDES-a. Nadalje, Tuntarawongsa i sur. (2012)
pripremili su DES otopine s terapeutskim svojstvima od mentola i kamfora s otopljenim
ibuprofenom. Rezultati su pokazali da je NADES otopio znatnu veéu koli¢inu ibuprofena od
vode te je dobivena tekuca formulacija API-ja. Aroso i sur. (2016) predlazu THEDES sustav
kao transportno sredstvo za bioaktivne molekule. Sintetizirali su THEDES sustav na bazi kolin
klorida i mentola konjugiran s tri razli¢ita API-ja (acetilsalicilna kiselina, benzojeva kiselina i
feniloctena kiselina) te su takvi sustavi okarakterizirani prema termickom svojstvu, strukturnim
znaCajkama, brzini otapanja i antibakterijskoj aktivnosti. Dobiveni tekuci oblici API-ja pokazali
su i vecéu topljivost takvih API-ja u PBS-u u usporedbi s ¢istim API-jem, uz vecu antibakterijsku
aktivnost THEDES-a. Promjena fizikalnog stanja APl-ja u teku¢i oblik utjeCe i na
permeabilnost. Wang i sur. (2014) razvili su THEDES lidokain:ibuprofen te opisali propusnost
API-ja kroz membranu. Pokazalo se da je propusnost THEDES-a puno veéa za razliku od ¢istog
APIl-ja §to nam govori da je veca topljivost usko povezana sa boljom biodostupnosc¢u lijekova.
Veéu permeabilnost pokazuje i THEDES na bazi mentola s API-jima poput ibuprofena i
aspirina, gdje je permeabilnost 3 puta veéa u usporedbi s ¢istim API-jem. Mentol se koristi kao
pojaciva¢ permeabilnosti u THEDES formulacijama za transdermalnu primjenu (Pedro i sur.,
2019).

Pokazalo se da je promjena iz ¢vrstog stanja API-ja u teku¢e pomoc¢u THEDES sustava
jednostavna i uéinkovita metoda za pobolj$anje biodostupnosti lijeka (Duarte i sur., 2017).
Razvoj bioaktivnih eutektickih sustava koji sadrze API kao jednu od komponenti DES-a
dodatno povecava potencijal ovih sustava i otvara Sirok spektar za buduc¢i razvoj farmaceutskih

I biomedicinskih primjena.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.

MATERIJALI

3.1.1. Derivati ciprofloksacina

U ovom radu koristena su dva N-acilirana derivata antibiotika ciprofloksacina (slika 4): 7-

(4-acetilpiperazin-1-il)-1-ciklopropil-6-fluor-4-okso-1,4-dihidrokinolin-3-karboksilna kiselina

(acetil-ciprofloksacin; CIPM) i 1-ciklopropil-6-fluor-7-[4-(2-metilpentanoil)piperazin-1-il]-4-

okso-1,4-dihidrokinolin-3-karboksilna  kiselina  (2-metilpentanoil-ciprofloksacin;

CIPK).

Derivati su prethodno sintetizirani u Laboratoriju za organsku kemiju Prehrambeno-

biotehnoloSkog fakulteta.

o O
HO F

Slika 4. Kemijska struktura derivata ciprofloksacina: 1) CIPM (R= CHj3), 2) CIPK (R=

CH(CH3)CH2CH2CH3).

3.1.2. Kemikalije

0,25 % Tripsin-EDTA, GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley, UK
2-metilpentanoil-klorid, 98 %, Alfa Aesar, Kandel, Njemacka
Acetil-klorid, 99 %, Acros Organics, New Jersey, SAD

Aceton, Kemika, Zagreb, RH

Acetonitril, >99 %, Honeywell, Riedel-de Haen, Njemacka

Betaine, 98 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Ciprofloksacin, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Kumarin, 99+ %, Acros Organics, New Jersey, SAD

D-(+)-glukoza, Acros Organics, New Jersey, SAD

Deionizirana voda, PBF

Dekanska kiselina, 99 %, Acros Organics, New Jersey, SAD
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Diklormetan, Kemika, Zagreb, RH

Dinatrijev hidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, RH

DL-Mali¢na kiselina, 99+ %, Acros Organics, New Jersey, SAD

DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium), Capricorn Scientific GmbH,
Ebsdorfergrund, Njemacka

Dimetil sulfoksid (DMSQO), Kemika, Zagreb, RH

FBS (Fetal Bovine Serum), GIBCO Invitrogen Corporation, Auckland, Novi
Zeland

Glicerol, Kemika, Zagreb, RH

Kalijev hidrogenfosfat, Kemika, Zagreb, RH

Kalijev klorid, Kemika, Zagreb, RH

Ketoprofen, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
L-(-)-Prolin, 99+ %, Acros Organics, New Jersey, SAD

Limunska kiselina monohidrat, p.a., T.T.T. d.0.0., Sveta Nedjelja, RH
L-a-fosfatidilkolin, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Mentol, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium], Promega, SAD

Natrijev klorid, NaCl, Kemika, Zagreb, RH

n-dodekan, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Oksalna kiselina, Acros Organics, Thermo Fisher Scientific, New Yersey, SAD
Oktanska kiselina, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

Thymol, 99 %, Acros Organics, New Jersey, SAD

Trietilamin, Fisher Chemical™, Hampton, New Hampshire, SAD

Tripan plavo (0,4 %), Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

3.1.3. Caco-2 stani¢na linija

Za ispitivanje in vitro bioloske aktivnosti pripravljenih formulacija API-ja koristena je

Caco-2 stani¢na linija humanog epitela karcinoma debelog crijeva. Caco-2 stanice

uspostavljene su iz humanog kolorektalnog adenokarcinoma i koriste se kao in vitro modeli

crijevne epitelne barijere odnosno crijevne apsorpcije lijekova i drugih tvari u ljudi. Ova

stani¢na linija dobivena je iz CLS Cell Lines Service GmbH (Eppelheim, Germany) radne

banke stanica. Caco-2 stanice ¢uvaju se na -80 °C, a tijekom uzgoja optimalni uvjeti su: 37 °C
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u inkubatoru s relativnom vlazno$éu > 95 % 15 % COz do gustoée od oko 80 — 90 %. U in vitro
kulturi stanice spontano diferenciraju u heterogenu smjesu epitelnih stanica crijeva tijekom 21
dana. Preporuceni medij za rast Caco-2 stani¢ne linije je Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) uz dodatak 20 % (v/v) fetalnog govedeg seruma (FBS).

3.1.4. Oprema

e Analiticka vaga, Mettler Toledo AX205 delta Range, Ohio, SAD

e Centrifuga tip PLC-332, Tehnica Zeleznik, Slovenija

e C(itad ploc¢a, Tecan, Mannedorf, Svicarska

¢ Digitalna vaga, BAS 31 plus, Boeco, Njemacka

e Hladnjak (4 °C), Gorenje, Slovenija

e Homogenizator s regulacijom temperature, Eppendorf ThermoMixer C,
Njemacka

e Homogenizator-1KA vortex GENIUS 3, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

e Inkubator s kontroliranom atmosferom CO., Kambic, Slovenija

e Komora za sterilni rad, Kambi¢, Slovenija

e Magnetska mijesalica s grijanjem, RTC Basic, IKA Werke, Njemacka

o Neubauerova komorica za brojanje stanica, Assistant, Bright — Line, Njemacka

e Petrijeve popsude za uzgoj stanica, Thermo Fisher Scientific, Drive Rochester,
NY, SAD

e Ploce s 96 jazica, Thermo Fisher Scientific, SAD

e Svjetlosni mikroskop Axiostar 1122-100, Zeiss, Njemacka

e UV/Vis spektrofotometar, GENESYS™10S, Thermo Fisher Scientific,
Madison, SAD

3.1.5. Otopine i puferi
PBS pufer (pH=7,4)

Natrijev klorid 8,04¢
Kalijev Klorid 0,29
Dinatrijev hidrogenfosfat 1,44 g
Kalijev dihidrogenfosfat 0,24 g
Deionizirana voda do 1000 mL
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80 % acetonitril

Acetonitril 8 mL
Deionizirana voda 2mL
10 % DMSO

DMSO 1 mL
Deionizirana voda 9mL

1 % L-a-fofatidilkolin u dodekanu
L-a-fofatidilkolin 5mg
n-dodekan 0,5mL

3.2. METODE RADA

3.2.1. Sinteza derivata ciprofloksacina

Sinteza N-aciliranog ciprofloksacin derivata - 7-(4-acetilpiperazin-1-il)-1-ciklopropil-6-
fluor-4-okso-1,4-dihidrokinolin-3-karboksilna kiselina, provedena je kako je opisano u radu -
Azema i suradnici (2009). U tikvicu s okruglim dnom pomijesani su ciprofloksacin (200 mg,
0,03 mmol), trietilamin (0,052 mg, 0,33 mmol) i 10 mL diklormetana te se reakcijska smjesa
mijesala 15 min na 0 °C te zatim 1 h na sobnoj temperaturi u struji argona uz postepeno
dodavanje acetil-klorida (107 uL, 0,75 mmol). Sinteza derivata ciprofloksacina je prikazana na
slici 5. Nakon jednosatnog mijesanja na magnetnog mijesalici dodano je 5 mL destilirane vode
te je provedena ekstrakcija s diklormetanom. Vodeni sloj je odbacen, a organski sloj ispran
vodom, osuSen kristalima natrijevog dihidrogenfosfata 1 uparen na rotacijskom vakuum
uparivacu te prociséen kolonskom kromatografijom te preparativnom kromatografijom na
silika gelu (CH2Cl>-MeOH 3 %). Dobiveni su bijelo-zuti kristali acetiliranog ciprofloksacina

koji su ¢uvani na +4 °C do upotrebe.
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Slika 5. Sinteza derivata ciprofloksacina (vlastita fotografija)

Sinteza  derivata s  kiralnim  sredistem -  1-ciklopropil-6-fluor-7-[4-(2-
metilpentanoil)piperazin-1-il]-4-okso-1,4-dihidrokinolin-3-karboksilna kiselina, provedena je
na jednak nacdin kao i sinteza prethodnog derivata samo uz dodatak odgovarajuceg 2-

metilpentanoil-klorida u reakcijsku smjesu.

3.2.2. Sinteza prirodnih niskotemperaturnih eutektickih otapala (NADES)

Prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala (NADES) sintetizirana su mijeSanjem dvije
komponente u odredenim molarnim omjerima na temperaturi od 50 °C do 60 °C neprestanim
mijeSanjem kroz 2 do 5 h do nastanka tekuc¢ine. U otapala koja zahtijevaju vodu, dodan je i
odredeni volumen vode. Pripremljena otapala ¢uvana su u zatvorenoj boci na tamnijem mjestu
i sobnoj temperaturi. U tablici 1 navedeno je 8 prirodnih niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala
koristenih u eksperimentu, koji su prethodno sintetizrani u Laboratoriju za tehnologiju i

primjenu stanica i biotransformacije PBF-a.
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Tablica 1. Sintetizirani NADES-i koriSteni u ovom radu

NADES Kratica Omjer Udio vode
komponenti
Prolin:jabu¢na Pro:Ma 11 10 %
kiselina
Citratna CA:Glc 1:1 10 %
kiselina:glukoza
Betain:oksalna B:OxA:Gly 1:2:1 10%
kiselina:glicerol
Timol:oktanska Ty:C8 1:3 0%
Kiselina
Timol:dekanska Ty:C10 1:1 0%
Kiselina
Timol:kumarin Ty:Cou 3:2 0%
L-mentol:linolna L-men:C18:2 1:1 0%
kiselina
L-mentol:timol L-men:Ty 3:2 0%

3.2.3. Procjena topljivosti derivata ciprofloksacina u prirodnim niskotemperaturnim
eutekti¢kim otapalima koristenjem softvera COSMOtherm

COSMO-RS model (eng. Conductor-like Screening Model for Real Solvents) smatra se
jednom od najto¢nijih ra¢unskih ab initio metoda za predvidanje topljivosti komponenata i
svrstavanje otapala. Racunalno predvidanje topljivosti komponenata u otapalu moze znac¢ajno
smanyjiti koli¢inu eksperimentalnog rada i posljedi¢no potro$nju kemikalija. COSMO-RS model
predstavlja kombinaciju elektrostaticke teorije i statiCke termodinamicke obrade interaktivnih
povrsina (Palmelud i sur., 2019). Model ujedinjuje koncept kvantne teorije, dielektri¢nog
kontinuuma 1 povrsinskih interakcija molekula otapala i otopljene tvari (Klamt i sur., 2001).
Temelji se na kvantno-kemijskoj metodi predvidanja kemijskog potencijala i svih vrsta
termodinamickih ravnoteznih svojstava tekucih sustava baziranih na strukturnim
informacijama komponenata. COSMO-RS model karakterizira otopljenu tvar i otapalo na

jednakim, kvantno-kemijskim i statisticko-termodinamic¢kim osnovama te otapalo promatra kao
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dielektri¢ni kontinuum kojeg okruzuju molekule otopljene tvari (Klamt, 2011). COSMO-RS
razmatra disperzijska medudjelovanja i vodikove veze izmedu otapala i otopljenih tvari za
izra¢un kemijskog potencijala Sto omogucuje procjenu topljivosti komponenata u otapalu, ali i
drugih termodinamickih svojstava (Palmelud i sur., 2019).

Prvi korak u predvidanju topljivosti je izracunavanja optimalne geometrije molekula u
savrSenom vodljivom mediju za Sto se koristi programski paket TmoleX i model COSMO.
COSMO model promatra otapala kao savrsene elektri¢ne vodice $to omogucuje izra¢un ukupne
energije medudjelovanja otapala i otopljenih tvari iz povrSinske gustoce naboja otopljene tvari.
Rezultati tih prora¢una pohranjuju se kao izlazna datoteka COSMO-proracuna, tzv. o-profil. U
okviru programskog paketa COSMOtherm, o-profili komponenata se statisticko-
termodinamickim prora¢unima prera¢unavaju u c-potencijale komponenata ili njihovih smjesa
i kemijske potencijale, koji se dalje koriste za odredivanje svojstava poput koeficijenta
aktivnosti, ravnoteznog tlaka para, topljivosti ili koeficijenta raspodjele. COSMO-RS se moze
primjenjivati za predvidanje termodinamickih i fizikalno-kemijskih svojstava otapala i
otopljenih tvari kao i za predvidanje topljivosti komponenata u NADES-u. U budué¢im
istrazivanjima s velikim izborom prirodnih niskotemperaturnih otapala, COSMO-RS uvelike
moze pridonijeti i ubrzati odabir idealnog NADES-a za odredeni API.

Procjena topljivosti zapoCinje pokretanjem COSMOtherm softvera i unosom .cosmo
datoteke molekula ¢ija se topljivost Zeli ispitati 1 molekule otapala koje tvore prirodno
niskotemperaturno eutekticko otapalo. Molekule se dodaju opcijom From Database, ako ve¢
postoje u bazi podataka ili opcijom From File, ako ih nema u bazi te su prethodno nacrtane i
optimirane u programu TmoleX. Nakon unosa svih molekula odabire se opcija Activity
Coefficient pod sekcijom Properties. Odabirem te opcije otvara se prozor u kojem se definira
temperatura pri kojoj se topljivost ispituje te sastav smjese, odnosno udio akceptora vodikove
veze, donora vodikove veze te ispitivane tvari (slika 6). Nakon toga odabire se Add te Run Job

Local.

24



P COSMOthermX -Ctlob_1.inpx

File Edit Compounds Run Result Exitras Tools View License Help

.
E A S ?* Parameterization: BP_TZVP_20.ctd
= L
Jobs ] [l !
— ) ™ Temp_Project: Ctlob_1 =
v E Project-List Compounds Properties = [=
v Temp_Project
B ctiob_1 New Property | Activity Coefficent (X
= e
=
Temperature () °C K F 25.0 2nd Temp o °C UseE
Liquid phase composition
Pure
1. CIP-M 0.0
2. ditric_add 0.5
3. Glca 0.5
-
4 »
@ Load List @ Modify @ Add

Gamma xg={00.50.5} tc=25.0 # Automatic Activity Coefficent Calculation Delete Selected

Clear All

B Save As

Run Job (ocal)

Start calculation(s)
-l

Slika 6. Sucelje softvera COSMOtherm — definiranje sastava smjese i temperature za
odredivanje koeficijanata aktivnosti acetil-ciprofloksacina pri beskona¢nom razrjedenju u

NADES-u limunska kiselina:glukoza (1:1)

Kao rezultat proracuna dobije se logaritam koeficijenta aktivnosti, In(y), koji govori o
topljivosti ispitivanog spoja u ispitivanom otapalu. Negativniji koeficijent aktivnosti tvari znaci
vecu topljivost u promatranom otapalu. Pri definiranju udjela komponenata, suma svih udjela
mora biti jednaka 1, a ukoliko se odabere udio 0, izracunava se logaritam aktivnosti te tvari pri

beskonacnom razrjedenju.

3.2.4. Eksperimentalna provjera topljivosti derivata ciprofloksacina u prirodnim
niskotemperaturnim eutekti¢kim otapalima

Palmelund i sur. (2019) opisali su metodu za odredivanje topljivosti API-ja u
niskotemperaturnim eutektickim otapalima. Derivati ciprofloksacina otopljeni su u suvisku u
softverski predvidenim NADES-ima te je takva smjesa mijeSana u homogenizatoru s
termostatom na 25 °C tijekom 24 h. Nakon homogenizacije, smjese su stavljene na centrifugu
te je uzet alikvot od prozirnog supernatanta koji je razrijeden vodom ili u slu¢aju hidrofobnog
NADES-a, 80 % acetonitrilnim puferom. Koncentracija derivata ciprofloksacina u otapalima

kvantificirana je UV/Vis spektrofotometrijom.
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3.2.5. UV/Vis spektrofotometrija
Identifikacija 1 kvantitativna analiza derivata ciprofloksacina u prirodnim
niskotemperaturnim eutektickim otapalima i u 80 % acetonitrilu provedena je upotrebom

UV/Vis spektrofotometrije. Snimljeni su spektri u UV/Vis podruéju od 200 do 800 nm.
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Slika 7. Spektar derivata ciprofloksacina otopljenih u 80 % acetonitrilu

Derivati ciprofloksacina otopljeni u 80 % acetonitrilu pokazuju apsorpcijski maksimum pri
valnoj duljini od 283 nm (slika 7), dok se kod derivata otopljenih u NADES-u apsorpcijski

maksimum pomice na 350 nm §to je prikazano na slici 8.
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Slika 8. Spektar derivata ciprofloksacina u NADES-u

Kvantifikacija derivata ciprofloksacina provedena je metodom vanjskog standarda.

Apsorbancije i masena koncentracija postavljene su kao ovisne velicine te je nacrtan bazdarni
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dijagram s pripaduju¢om jednadzom pravca. Slika 9 prikazuje bazdarni pravac za derivat CIPM,

dok je naslici 10 bazdarni pravac za derivat CIPK.

Bazdarni dijagram CIPM u 80% ACN

1.8

1.6 y =81.016x - 0.0487

R2=0.999 .~
1.4

1.2
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0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025
c(mg/ml)

Slika 9. Bazdarni dijagram acetil-ciprofloksacina

Koncentracije otopljenog derivata ciprofloksacina u prirodnim niskotemperaturnim

eutektickim otapalima odredena je iz jednadzbe pravca.
Bazdarni dijagram CIPK u 80% ACN
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Slika 10. Bazdarni dijagram 2-metilpentanoil-ciprofloksacina
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3.2.6. Stabilnost derivata ciprofloksacina u prirodnim niskotemperaturnim eutektickim
otapalima
Stabilnost derivata ciprofloksacina u NADES-u i 80 % acetonitrilu pratila se kroz 30 dana
na temperaturi od 4 °C i 25 °C. U nasumi¢no odabranim vremenskim intervalima mjerila se
apsorbancija pomo¢u UV/Vis spektrofotometra. Formulacije derivata ciprofloksacina prije
mjerenja razrijedene su u 100 % acetonu. Rezultati su iskazani kao graf ovisnost omjera

apsorbancija (A/Ao, apsorbancija odredenog dana i pocetna apsorbancija) A/Ao 0 vremenu.

3.2.7. Invitro ispitivanje bioloske aktivnosti derivata ciprofloksacina na Caco-2
stani¢noj liniji
Pri radu s kulturama Zivotinjskih stanica potrebno je osigurati sterilne uvjete kako ne bi
doslo do kontaminacije stanica. Eksperimenti se izvode u komori za sterilan rad uz sterilni

laboratorijski pribor te uz prethodnu dezinfekciju radne povrsine i ruku 70 %-tnim etanolom.

3.2.7.1.  Uzgoj, odredivanje broja i nacjepljivanje Caco-2 stanica

Caco-2 stanice ¢uvaju se U ampulama od 1 mL na -80 °C u mediju za smrzavanje te se
odmrzavaju naglim uranjanjem u vodenu kupelj na 30 °C. Stanice se centrifugiraju te se
pipetom pazljivo uklanja supernatant, a talog koji sadrZi stanice resuspendira se u mediju za
uzgoj koji sadrzi 20 % FBS pufera. Stanice se nacjepljuju u Petrijeve zdjelice te uzgajaju u
inkubatoru na 37 °C s udjelom CO2 od 5 % i relativnom vlazno$¢u zraka od 95 %. Stanica je
potrebno svakodnevno promatrati pod inverznim mikroskopom i pasazirati svaka 4 dana da bi
se odrzale u eksponencijalnoj fazi rasta u kojoj su stanice pogodne za postavljanje
eksperimenta. Tijekom uzgoja prati se i boja medija, jer svaka promjena boje ukazuje na pojavu
kontaminacije ili prerastanja podloge za uzgoj. Takoder je potrebno i prihranjivanje svjezim
medijem kako bi se nadomjestile komponente medija koje su iscrpljene i da se uklone proizvodi
metabolizma kako bi se odrzao optimalni pH.

Prije postavljanja eksperimenta potrebno je odrediti broj stanica prihvacenih za povrSinu
Petrijeve zdjelice uz pomoc¢ boje tripan-plavo. Najprije se uklonio sav medij iz Petrijeve zdjelice
i dodao se 1 mL PBS pufera za ispiranje stanica. PBS pufer se maknuo te se dodao 1 mL
prethodno zagrijane otopine tripsina. Petrijevka se zatim vratila u inkubator na 5 minuta kako
bi se stanice zaokruzile i odvojile od povrsine. Djelovanje tripsina provjerilo se pod inverznim
mikroskopom te kada su se stanice odvojile dodan je 1 mL hranjivog medija da zaustavi

djelovanje tripsina. Alikvot suspenzije stanica od 20 puL pomijesan je s 20 pL boje tripan-plavo
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te je 10 puL nanijeto na Neubauer komoricu za brojanje stanica. Komorica se sastoji od 4 velika
kvadrata koja su podijeljena na 16 malih kvadrati¢a. Stanice se broje u svim kvadratima, a broje
se zive 1 mrtve stanice obojeno plavo zbog oSte¢ene membrane. Nakon izbrojanih stanica,

rac¢una se koncentracija stanica po mL prema slijedecoj formuli [1]:

broj stanica _ broj stanica u 4 velika kvadrata x 5000 [1]

mL suspenzije

Za potrebe eksperimenta koriste se ploe s 96 jazica u koje je nacijepljeno 100 pL
suspenzije stanica po jazici koncentracije 3x10* stanica mL™. Stanice iz eksponencijalne faze
su tripsinizirane, izbrojane uz dodatak boje tripan-plavo i nacijepljene u ploce s 96 jazica te su
stavljene u inkubator na 24 h. Nakon 24 h od nacjepljivanja, stanice su tretirane razliCitim
volumenima derivata ciprofloksacina od 1 do 5 % (v/v) otopljenih u 100 % dimetilsulfoksidu
(DMSO) i ciprofloksacinom otopljenom u 10 % DMSO uz dodatak 1 pL HCI-a. Ploca s
jazicama je stavljena u inkubator na 37 °C tijekom 72 h nakon ¢ega je odreden citotoksi¢ni

ucinak MTS metodom.

3.2.71.2.  MTS metoda odredivanja bioloSke aktivnosti derivata ciprofloksacina na
Caco-2 stanice

MTS metoda je kolorimetrijska metoda koja se primjenjuje za pracenje proliferacije stanica
u ovisnosti o faktorima rasta, nutrijentima, citokinima i mitogenima, za odredivanje antitijela
koja inhibiraju rast te za analizu citotoksi¢nosti i citostatickih spojeva. MTS reagens sastoji se
od tetrazolijeve soli MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolium] 1 PES [fenazin etosulfat]. Djelovanjem mitohondrijskih
dehidrogenaza, MTS se reducira do ljubiastog formazana otopljenog u mediju uz oksidaciju
NADPH ili NADH u NADP* ili NAD" (slika 11) (Arab-Bafrani i sur., 2016).

OCH,COOH -
2 S0, QCH,COOH 50;
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N‘N@(S CH; MeH S o
K]

9 AN ¢
CH, N CH

mMTS = Formazan

Slika 11. Struktura tetrazolijeve soli MTS i produkta formazan (Anakok, 2010)
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Nakon perioda tretmana od 72 h uklonjen je medij, stanice su isprane PBS-om te je u svaku
jazicu dodan svjezi medij za uzgoj s MTS reagensom — 10 uLL. MTS/100 pL medija, te su stanice
inkubirane 4 h na 37 °C. Intezitet razvijene boje odredio se spektrofotometrijski primjenom
¢itaCa ploca pri valnoj duljini od 492 nm. Intezitet obojenja medija ovisan je koli¢ina nastalog
topivog produkta formazana u Zivim i zdravim stanicama. Prezivljenje tretiranih Caco-2 stanica

naspram netretiranih (kontrolnih) stanica ra¢una se prema formuli [2]:

srednja vrijednost As9; uzorka

prezivljenje stanica (%) = x 100 [2]

srednja vrijednost Asq9kontrole

3.2.8. Odredivanje propusnosti kroz umjetnu membranu- PAMPA test

PAMPA test (eng. Parrallel Artificial Membrane Permeabilty Assay) koristi se kao test
permeabilnosti za predvidanje apsorpcije lijekova u farmaceutskoj industriji. PAMPA test
predstavlja brzu i jeftinu alternativu stani¢nim modelima permeabilnosti kod kojeg se koriste
sustavi umjetnih lipidnih membrana s filterom (Nozini¢ i sur., 2010). PAMPA test se sastoji
od donorske i akceptorske jazice napunjene puferom i odvojene umjetnom membranom s
filterom kroz koju se komponente transportiraju pasivnhom difuzijom (slika 12). Veéina se
lijekova apsorbira u potpunosti ili djelomi¢no pasivnim transportom, stoga su umjetne
membrane idealni zamjenski sustav za gastrointestinalne ili druge tipove bioloskih membrana
u procjeni potencijala apsorpcije lijeka. PAMPA se izvodi na plocama s 96-jazica $to

omogucuje istovremeno testiranje velikog broja uzoraka (Kerns i sur., 2004).
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Slika 12. Prikaz donorske/akceptorske jazice prije i nakon inkubacije (prema Schimdt i
Lynch, 2003)

Metoda je provedena prema radu — Nozini¢ i suradnici (2010). Na filtere u svaku jazicu
donorske ploc¢e naneSeno je pazljivo bez dodirivanja 5 pL otopine L-a-fosfatidilkolina u
dodekanu (1 %, m/v) te je ostavljeno da se osusi 24 h. Potom je donorska ploc¢a postavljena na
akceptorsku plocu koja je prethodno bila napunjena puferom. Dio akceptorske ploce je
napunjen s 300 uL 5 % (v/v) DMSO u fosfatnom puferu (PBS, pH=7,4), dok je ostatak napunjen
s 300 uL 5 % (v/v) NADES-a (Ty:Cou) u PBS-u. U jaZice donorske plo¢e dodano je redom po
150 pL: otopine formulacija CIPM:Ty:Cou i CIPK:Ty:Cou koncentracije 5 mg mL™, otopina
derivata ciprofloksacina (c=5 mg mLt) u DMSO-u te samo otapalo- Ty:Cou . U donorske jaZice
ispod kojih je akceptorska plo¢a napunjena s 5 % (v/v) Ty:Cou u PBS-u, dodano je po 150 pL.
50 % otopine formulacije CIPM:Ty:Cou i CIPK:Ty:Cou razrijedene u 50 % DMSO u PBS-u.
Takav sustav je prekriven plastiénim poklopcem kako bi se sprijecilo isparavanje 1 inkubiran je
na sobnoj temperaturi 24 sata. Nakon inkubacije, izmjereni su volumeni u akceptorskoj i
donorskoj jaZici, a koncentracije API-ja u odgovaraju¢im jazicama akceptorske ploce kao i u
ishodnim otopinama odredene su UV/Vis spektrofotometrijom. Kao pozitivna kontrola koristen
je ketoprofen (NSAID KTP).

Nakon odredenih koncentracija i volumena API-ja u donorskoj i akceptorskoj jazici,

izraCunata je masa API-ja u akceptorskim jazicama te su rezultati prikazani kao omjer mase
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APIl-ja u akceptorskoj jazici i mase ishodnih otopina API-ja u donorskoj jazici (m/mo) nakon
24 h.

3.2.9. Obrada rezultata
Za obradu rezultata koriSten je Microsoft Excel. Rezultati su prikazani kao srednje

vrijednosti () uzoraka u skupini:

_ 1
X == 1% [3]

s pripadaju¢im standardnim devijacijama S.D.:

S.D.= /Z(XT"‘)Z [4]

gdje je n ukupan broj uzoraka u skupini, a x; pojedina¢na vrijednost uzoraka.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Jedan od principa Zelene kemije ukljucuje upotrebu sigurnih otapala za okolis i ljude koja
¢e smanjiti ili potpuno zamijeniti upotrebu opasnih organskih otapala koja se svakodnevno
koriste u farmaceutskoj industriji u procesima sinteze, pro¢i§¢avanja, kristalizacije i formulacije
aktivnih farmaceutskih tvari. Organska otapala su hlapljiva, zapaljiva i toksi¢na, stoga postoji
veliki interes za pronalazak alternativnih otapala (Emami i Shayanfar, 2020), medu kojima su
se prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala pokazala kao dobra zamjena. NADES-i radi
niske toksi¢nosti, nehlapljivosti, nezapaljivosti te biorazgradivosti u potpunosti su u skladu s
principima Zelene kemije.

U farmaceutskoj industriji, prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala pronasla su
primjenu u mnogim podru¢jima poput sustava za kontroliranu isporuku lijeka, medija za
enzimske reakcije te za otapanje aktivnih farmaceutskih tvari. 1z literature je poznato da
NADES-i utjecu na poboljsanje topljivosti, kemijske stabilnosti, permeabilnosti i
biodostupnosti aktivnih farmaceutskih tvari, $to je zapravo i najveéi izazov farmaceutske
ve¢ u upotrebi, moze se posti¢i poboljSanjem topljivosti API-ja. Tvari koje su tesko topljive u
vodi mogu se prevesti u tekuci oblik tako da postanu dio DES-a, odnosno tada Cine terapeutsko
niskotemperaturno eutekticko otapalo. Zbog mogucénosti da otope tvari koje su tesko topljive u
vodi §to posljedicno utjece na njihovu bioraspolozivost, NADES-i se intenzivno istraZuju
posljednjih nekoliko godina za farmaceutsku primjenu.

Ciprofloksacin je fluorokinolonski antibiotik Sirokog spektra djelovanja, medutim sve veci
porast antibioticke rezistencije utjece na smanjenje ucinkovitosti ovog antibiotika te je nuzna
sinteza novih derivata kojima ¢e se prevladati rezistencija. Osim toga, ciprofloksacin kao
aktivna farmaceutska tvar se svrstava prema BCS-u u cetvrtu skupinu lijekova s niskom
topljivosti i permeabilnosti. Stoga je cilj ovog rada bio ispitati moguénost primjene prirodnih
niskotemperaturnih eutektickih otapala u pobolj$anju topljivosti ciprofloksacina kao aktivne
farmaceutske tvari te sinteza novih derivata ovog antibiotika. S obzirom na to da postoji velik
broj potencijalnih kombinacija NADES-a, za predvidanje topljivosti derivata ciprofloksacina
koriSten je softver COSMOtherm. NADES-i u kojima je predvidena najbolja topljivost,
odabrani su za eksperimentalno ispitivanje topljivosti primjenom UV/Vis spektrofotometrije.
Nakon eksperimentalnog odabira najboljeg NADES-a pripremljene su formulacija derivata u
tom otapalu te je spektrofotometrijski pracena stabilnost formulacija tijekom odredenog

vremenskog razdoblja pri razli¢itim temperaturama. Nadalje, ispitana je in vitro bioloska
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aktivnost otopina derivata ciprofloksacina na Caco-2 stani¢noj liniji primjenom MTS
kolorimetrijske metode. PAMPA testom odredena je prolaznost otopine derivata

ciprofloksacina u NADES-u kroz umjetnu membranu.

4.1. PROCJENA TOPLJIVOSTI DERIVATA CIPROFLOKSACINA U
PRIRODNIM NISKOTEMPERATURNIM EUTEKTICKIM OTAPALIMA
POMOCU SOFTVERA COSMOtherm
Softver COSMOtherm koristen je za procjenu topljivosti dvaju derivata ciprofloksacina-
CIPM i CIPK u razli¢itim prirodnim niskotemperaturnim eutekti¢kim otapalima. Pomocu
softvera odredeni su logaritmi koeficijenata aktivnosti (In(y)), koji govore o topljivosti derivata
ciprofloksacina u ispitanom NADES-u. Sto je logaritam aktivnosti manji, to je veéa topljivost
derivata u odabranom otapalu. Na slikama 13 i 14 prikazani su rezultati ispitivanja topljivosti
derivata CIPM, odnosno CIPK u NADES-ima s molarnim omjerima komponenti s udjelom
vode 0 % prikazanih u tablici 2. Procjena topljivosti napravljena je dodatno i za NADES-e s
udjelom vode od 10, 20, 30 i 50 %, medutim, prikazani su rezultati samo za postotak vode od
0 %.

Tablica 2. Molarni omjeri komponenti NADES-a s 0 % vode za koje je ispitana topljivost
derivata CIPM i CIPK primjenom softvera COSMOtherm

NADES Molarni omjer NADES Molarni omjer
B:CA 1:1 CA:Suc 11
B:Glc 1:1 CA:Glc 1:1
B:Gly 1:2 Fru:EG 1:2

B:OxA:Gly 1:2:1 Glc:EG 1:2
B:Ma 1:1 Glc:Fru 1:1
B:EG 1:1 Gly:Glc 2:1
B:Arg 1:1 Gly:Sol 2:1
B:His 1:1 Ma:Fru 1:1
B:Lys 1:1 Ma:Glc 1:1
B:Xyl 1:1 Ma:Suc 2:1
B:Suc 4:1 Pro:Ma 1:1

ChCI:CA 1:1 Suc:EG 1:2

ChCIEG 1:2 Sor:EG 1:2
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Tablica 2. Molarni omjeri komponenti NADES-a s 0 % vode za koje je ispitana topljivost

derivata CIPM i CIPK primjenom softvera COSMOtherm - nastavak

ChCl:Fru
ChClI:Glc
ChCI:Gly
ChCl:Ma
ChCl:Mal
ChCI:OxA
ChCl:Suc
ChCl:Sol
ChCl:Sor
ChCl:U
ChCL:Xyl
ChCl:Xyol
CA:Fru
CA:Sor

1:1
11
1:2
1:1
4:1
11
2:1
2:3
11
2:1
2:1
5:2
1:1
2:3

Sol:EG
Xyl:EG
L-men:D,L-cam
L-men:EU
L-men:PA
L-men:SA
L-men:C8
L-men:C10
L-men:C18:2
L-men:Ty
Ty:C8
Ty:C10
Ty:Cou

1:2
1:2
11
1:1
1:1
4:1
1:1
1:1
11
3:2
1:3
11
3:2

Popis kratica za komponente otapala navedenih u tablici 2 i na slikama 13 i 14: Arg:

arginin, B: betain, C10: dekanska kiselina, C18:2: linolna kiselina, C8: oktanska kiselina, CA:

citratna kiselina, ChClI: kolin-klorid, Cou: kumarin, D,L-cam: D,L-kamfor, EG: etilen-glikol,

EU: eukaliptol, Glc: glukoza, Gly: glicerol, His: histidin, L-men: L-mentol, Lys: lizin, Ma:

jabucéna kiselina, Mal: maltoza, OxA: oksalna kiselina, PA: perililna kiselina, SA: salicilna

kiselina, Sol: sorbitol, Sor: Sorboza, Suc: saharoza, Ty: timol, U: urea, Xyl: ksiloza, Xyol:

ksilitol.
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v
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Slika 13. Prikaz vrijednosti In(y) za CIPM u razli¢itim NADES-ima s 0 % vode

Ciprofloksacin je jedan od primjera lijekova koji su prakticki netopljivi u vodi i pri
neutralnom pH. Njegova topljivost ovisi 0 pH vrijednosti te je najveca topljivost u kiselom
mediju (Kalepu i Nekkanti, 2015). Takvi rezultati dobiveni su i nakon predvidanja topljivosti
pomocu softvera COSMOtherm, gdje su derivati CIPM i CIPK imali najmanju vrijednost In(y)
za NADES-e s citratnom i mali¢cnom kiselinom kao jednom od komponenti otapala. Nakon
odredenih logaritama koeficijenata aktivnosti, odabrano je Sest prirodnih niskotemperaturnih
eutektickih otapala za derivat CIPM od kojih su tri s najboljom predvidenom topljivoscu ovog
derivata te tri hidrofobna otapala. Za derivat CIPK odabrano je pet hidrofobnih otapala.
Odabrana otapala za derivate CIPM, odnosno CIPK su:

e Citratna kiselina: glukoza (CA:Glc)=1:1, 10 % vode

e Prolin: mali¢na kiselina (Pro:MA)=1:1, 10 % vode

e Betain: oksalna kiselina: glicerol (B:OxA:Gly)=1:2:1, 10 % vode
e Timol: oktanska kiselina (Ty:C8)=1:3, 0 % vode

e Timol: dekanska kiselina (Ty:C10)=1:1, 0 % vode

e Timol: kumarin (Ty:Cou)=3:2, 0 % vode

e L-mentol: linolna kiselina (L-men:C18:2)=1:1, 0% vode

e L-mentol: timol (L-men:Ty)=3:2, 0 % vode
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AKCEPTOR VODIKOVE VEZE (HBA)

Fru Glc Suc Sor Sol Xyl Gly Pro L-men Ty

DONOR VODIKOVE VEZE (HBD)

Lys

D,L-Cam
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PA

SA
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C10
C18:2

Ty
Cou

Slika 14. Prikaz vrijednosti In(y) za CIPK u razli¢itim NADES-ima s 0 % vode

Odabrana otapala su sintetizirana kako bi se u njima eksperimentalno odredila topljivost
derivata CIPM i CIPK. Otapala koja nisu uspjesno sintetizirana bez vode, dodana je voda u
udjelu od 10 %. Potrebno je naglasiti kako su predvidanjem topljivosti softverom
COSMOtherm odabrana najbolja otapala za derivate ciprofloksacina §to znacajno smanjuje

laboratorijski rad 1 posljedi¢no upotrebu kemikalija.

4.2. TOPLJIVOST DERIVATA CIPROFLOKSACINA U PRIRODNIM
NISKOTEMPERATURNIM EUTEKTICKIM OTAPALIMA

Vazno farmakokineti¢ko svojstvo lijekova je topljivost te oralna bioraspoloZivost koja
predstavlja ukupni dio oralne doze koja ¢e se isporuciti do ciljnog mjesta. Osim crijevne
brzini otapanja lijeka u vodenom mediju, Sto predstavlja izazov za slabo topljive spojeve. Prema
sustavu klasifikacije biofarmaceutika (BCS) ciprofloksacin pripada Cetvrtoj skupini spojeva
koji imaju nisku topljivost i permeabilnost (Assali i sur., 2016). NADES-i su zbog svog zelenog
karaktera ukljucujuéi netoksicnost, nehlapljivost 1 nezapaljivost pronasli primjenu u
farmaceutici, posebice kao otapala za spojeve slabo topljive u vodenom mediju kao §to je
antibiotik ciprofloksacin. Osim $to iskazuju dobru topljivost djelatne tvari lijeka, utjecu i na
poboljSanje propusnosti i stabilnosti te 0mogucuju uc¢inkovitu dostavu lijeka do ciljnog mjesta

u organizmu (Abidin i sur., 2019). Pretvorbom API-ja u tekuc¢u formulaciju ostvaruje se bolja
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bioraspolozivost, medutim, API mora biti otopljen u dostatnoj koncentraciji kako bi se postigao
zeljeni terapeutski uc¢inak. Nakon odabira NADES-a u kojima je predvidena topljivost pomoc¢u
softvera COSMOtherm, eksperimentalno je odredena topljivost derivata ciprofloksacina kako
je opisano u poglavlju 3.2.4. Rezultati analize prikazani su u tablici 3, a kvalitativna i
kvantitativna analiza derivata CIPM i CIPK otopljenog u odabranim otapalima provedena je

primjenom UV/Vis spektrofotometrije.

Tablica 3. Topljivost derivata CIPM i CIPK u prirodnim niskotemperaturnim eutekti¢kim
otapalima (NADES)

NADES Topljivost derivata CIPM
(mg mL) pri 25 °C
CA:Glc (1:1) s 10 % vode mlije¢no obojenje

Pro:Ma (1:1) 10% vode <1
B:OxA:Gly (1:2:1) s 10 % vode <1

Ty:C8 (1:3) <1.2

Ty:C10 (1:1) 2.6

Ty:Cou (3:2) 10

Topljivost derivata CIPK
(mg mL?) pri 25 °C

L-men:C18:2 (1:1) <5
L-men:Ty(3:2) <5
Ty:C8 (1:3) <1.25
Ty:C10 (1:1) 2.5
Ty:Cou (3:2) 5

Topljivost ciprofloksacina predstavlja veliki problem za farmaceutsku industriju jer je
netopljiv u polarnim i nepolarnim otapalima na sobnoj temperaturi. Njegova topljivost ovisi 0
pH vrijednosti te je gotovo netopiv u vodi i alkoholu. Pri pH vrijednosti 4 do 5 ima najvecu
topljivost (>40 mg mL™?) ukoliko se pH podesi HCl-om. Takoder, njegova topljivost ovisi i o
temperaturi, pove¢anjem temperature povecava se i topljivost (Parwe i sur., 2014). S obzirom
na slabu topljivost u vodi, intenzivno se istrazuju novi derivati ciprofloksacina koji ¢e imati
bolju topljivost. Assali i sur. (2016) sintetizirali su tri derivata ciprofloksacina dodatkom etilen
glikola te odredili njihovu topljivost pri temperaturi od 37 °C i pH 7,4. Postigli su topljivost od
38,7 mg mL™ za derivat s trietilen glikolom zbog poveéanja hidrofilnog karaktera molekule,
$to je veda topljivost od ciprofloksacina u vodi koja iznosi 0,1 mg mL™. Breda i sur. (2009)
odredili su topljivost hidrokloridnom derivatu ciprofloksacina s aluminijevim ionom pri
uvjetima od 37 °C i pH 6,9 koja iznosi 3,1 mg mL?, dok je za ciprofloksacin pri istim uvjetima
0,22 mg mL™,
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Iz rezultata dobivenih UV/Vis spektroskopijom vidljivo je kako je najveca topljivost
derivata pri 25 °C zabiljezena u hidrofobnom NADES-u timol:kumarin=3:2 te za acetil-
ciprofloksacin iznosi 10 mg mL™, dok za 2-metilpentanoil-ciprofloksacin iznosi 5 mg mL™.
lako je COSMOtherm softverom predvidena najveca topljivost derivata u kiselim NADES-ima,
eksperimentalno je potvrdeno drugacije. Pri odredivanju topljivost u NADES-u koji je
predviden kao najbolje otapalo (citratna kiselina:glukoza=1:1) doslo je do stvaranja mlije¢nog
obojenja. Mozemo zakljuciti da aciliranjem cirpofloksacina pove¢avamo njegovu hidrofobnost
te se takvi derivati najbolje otapaju u hidrofobnim otapalima. Shodno tome, hidrofobno otapalo
timol:kumarin (Ty:Cou)=3:2 odabrano je za pripremu formulacije derivata CIPM i CIPK.

Dosadasnja istrazivanja primjene DES-ova u farmaceutici ve¢inom su bazirana na
hidrofilnim DES-ovima. Medutim, sve vecu pozornost imaju hidrofobna niskotemperaturna
eutekticka otapala u poboljSanju topljivosti, permeabilnosti 1 apsorpciji API-ja, ¢ime se razvija
novi sustav isporuke lijekova do ciljnog mjesta (Cao i Su, 2021). Jos su 1998., Stott i suradnici
opisali formiranje eutekticke smjese terpena (mentola i timola) za poboljSanje topljivosti i
transdermalne permeabilnosti ibuprofena. Prema Tuntarawongsa i Phaechamud (2012)
topljivost ibuprofena u hidrofobnom DES-u mentol:kamfor (1:1) je 1100 puta veca u usporedbi
s vodom. Takoder, Al-Akayleh i sur. (2019) pokazali su uéinkovitost hidrofobnog DES-a
(mentol:dekanska kiselina) pri otapanju slabo topljivih lijekova u vodi (flukonazol i mometazon
furoat), gdje je topljivost u hidrofobnom DES-u bila 26 do 120 puta veca od topljivosti ovih
APIl-ja u vodi.

Osim u farmaceutici, hidrofobna niskotemperaturna eutekticka otapala pronasla su
primjenu i u ekstrakciji onecistila iz vode. Florindo i sur. (2019) opisali su upotrebu
hidrofobnog DES-a u procis¢avanju vode zagadene ciprofloksacinom, gdje se DES laurinska
kiselina:dekanska kiselina (1:2) pokazao kao najbolje otapalo za ciprofloksacin.

Obzirom na povoljna svojstva hidrofobnih DES-a u poboljsanju topljivosti API-ja te
¢injenicu da su ova otapala jo$ uvijek relativno nova i nedovoljno istrazena, potrebno je provesti
daljnje studije za potencijalnu primjenu u razvoju formulacije lijekova i u ostalim podruc¢jima

industrije.

4.3. STABILNOST DERIVATA CIPROFLOKSACINA U ODABRANOM
PRIRODNOM NISKOTEMPERATURNOM EUTEKTICKOM OTAPALU
Stabilnost aktivne farmaceutske tvari definira se kao sposobnost odredene formulacije da
u odredenom sustavu zadrzi svoja fizikalna, kemijska, mikrobioloska i toksikoloSka svojstva.

Ispitivanje stabilnost API-ja predstavlja preduvjet za prihvacanje i odobrenje bilo kojeg
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farmaceutskog proizvoda, stoga se odreduje u ranoj fazi razvoja formulacije i proizvodnje
lijeka. Na stabilnost API-ja utjecu razliciti faktori kao §to su: temperatura, pH, vlaga, svjetlost,
kisik (Zothanpuii i sur., 2020). Osim povoljnog utjecaja na topljivost API-ja, DES-ovi mogu
utjecati i na njihovu kemijsku stabilnost (Pedro i sur., 2019). Primjer je aspirin, koji nije stabilan
u vodenoj otopini tijekom duzeg skladiStenja jer sadrzi ester koji podlijeze hidrolizi, medutim,
ako je aspirin otopljen u DES-u, njegova hidroliza je usporena (Lu i sur., 2013). Pokazano je
da DES-ovi utje¢u i na stabilnost p-laktamskih antibiotika (Olivares i sur., 2018). Sto se ti¢e
ciprofloksacina, potrebno ga je ¢uvati na tamnijem mjestu jer je podlozan fotoliti¢koj razgradnji
(Sharma 1 sur., 2010). Medutim, stabilnost suhe tvari ciprofloksacina vrlo je visoka na sobnoj
temperaturi. Ciprofloksacin otopljen u tekuéini za dijalizu (25 mg L) uz dodatak 1,36 %
dekstroze, stabilan je i nakon 42 dana pri skladistenju na 37 °C (Parwe i sur., 2014).

U ovom radu stabilnost derivata ciprofloksacina- CIPM i CIPK otopljenih u prirodnom
niskotemperaturnom eutektiCkom otapalu Ty:Cou=3:2 i u organskom otapalu 80 % (v/v)
acetonitrilu pracena je spektrofotometrijski. U odredenim vremenskim intervalima, mjerene su
apsorbancije otopine derivata ciprofloksacina ¢uvane na 4 °C i 25 °C, a rezultati su prikazani
kao ovisnosti omjera apsorbancije (A/Ao) o vremenu (t). Graficki prikaz stabilnosti derivata
ciprofloksacina CIPM u NADES-u Ty:Cou=3:2 i u organskom otapalu 80 % (v/v) acetonitrilu
pri 4 °C 125 °C tijekom vremena prikazan je na slici 15, odnosno za derivat CIPK na slici 16.

Oba derivata ciprofloksacina otopljeni u organskom otapalu (80 % (v/v) acetonitril)
stabilna su tijekom 30 dana pri temperaturi od 4 °C i1 25 °C, $to se vidi iz izmjerenih
apsorbancija Cije su vrijednosti gotovo iste tokom vremena. Primjecuje se razlika stabilnosti
ovisno o temperaturi, gdje je veca stabilnost derivata ciprofloksacina otopljenih u organskom
otapalu zabiljezena pri 25 °C. Stabilnost formulacija CIPM 1 CIPK u niskotemperaturnom
eutektiCkom otapalu Ty:Cou=3:2 prvih 10 dana je bolja od stabilnosti u organskom otapalu,
medutim, nakon 10.-tog dana dolazi do pada stabilnosti te su apsorbancije pri isteku 30.-tog
dana nize od izmjerenih apsorbancija u organskom otapalu. Takoder, stabilnost formulacija
CIPM 1 CIPK u Ty:Cou je veca pri 25 °C, nego pri skladiStenju na 4 °C, §to je malo neocekivan
rezultat. Zaklju¢ujemo da stabilnost otopine derivata ciprofloksacina ovisi o temperaturi te su
otopine formulacija derivata ciprofloksacina u NADES-u stabilnije ako se ¢uvaju na sobnoj
temperaturi. Zbog pada stabilnosti u NADES-u nakon desetog dana, potrebno je ispitati i druge

DES-ove u kojima ¢e ovaj API biti stabilan i nakon duzeg skladistenja.
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Slika 15. Graficki prikaz stabilnosti derivata ciprofloksacina CIPM otopljenog u Ty:Cou=3:2
180 % (v/v) acetonitrilu pri 4 °C i 25 °C tijekom 30 dana
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Slika 16. Graficki prikaz stabilnosti derivata ciprofloksacina CIPK otopljenog u Ty:Cou=3:2 i
80 % (v/v) acetonitrilu pri 4 °C i 25 °C tijekom 30 dana
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44. PERMEABILNOST DERIVATA CIPROFLOKSACINA U ODABRANOM
PRIRODNOM NISKOTEMPERATURNOM EUTEKTICKOM OTAPALU

Test propusnosti kroz umjetnu membranu ili tzv. PAMPA test je ne-bioloski i
reproducibilan test odredivanja pasivne, transmembranske permeabilnosti koji se koristi
prilikom rane faze otkrivanja lijekova. Vise od 80 % lijekova ulazi u krvotok pasivnom
difuzijom kroz crijevni epitel te je propusnost kroz umjetnu lipofilnu membranu pasivnim
transportom odredena ovim testom u korelaciji s apsorpcijom lijekova kod ljudi. Prednost
PAMPA testa nad bioloskim modelima je u jednostavnosti izvedbe, niske cijene i ispitivanju
velikog broja uzoraka u kratkom periodu (do 24 h) (Schmidt i Lynch, 2003). Ne-stani¢ni modeli
trebali bi se koristiti kao primaran model za procjenu permeabilnosti tijekom ranog otkri¢a
lijeka, a zatim kao iduci korak moze se provesti ispitivanje in vitro sustavom medu kojima se
monosloj Caco-2 stanica najcesce koristi u predvidanju permeabilnosti i apsorpcije lijekova
(Nozini¢ i sur., 2010).

U radu Bermejo i sur. (2004) prikazana je upotreba PAMPA testa za odredivanje
propusnosti ciprofloksacina i pojedinih derivata koji se razlikuju u duljini alkilnog lanca na N-
4 poziciji piperazinskog prstena. Prema izradunatoj permeabilnosti, P [10® cm s,
ciprofloksacin u vodenoj otopini ima permeabilnost od 2,7x10° cm s%, dok dodatkom metilne
skupine permeabilnost se povecava 50,74 puta. Povecanje duljine alkilnog lanca rezultira
povecanjem permeabilnosti, prosje¢no 2,2 puta po metilnoj grupi, izuzev ciprofloksacina i
derivata s jednom metilnom skupinom gdje je povecanje permeabilnosti vece. U ovom radu,
takoder je pokazano da PAMPA test moZe dobro predvidjeti propusnost kao Sto je 1 dobiveno
in vivo modelom zbog Cega ima prednost u primjeni nad bioloskim modelom s Caco-2
stanicama (Bermejo i sur., 2004).

Ciprofloksacin je prema BCS-u svrstan u skupinu lijekova s niskom topljivosti i
permeabilnosti (klasa V) te je u ovom radu ispitana permeabilnost derivata ciprofloksacina u
formulaciji s NADES-om pomoc¢u PAMPA testa s pretpostavkom da ¢e NADES-i poboljsati

propusnost API-ja buduc¢i da se pretpostavlja njihov pozitivan utjecaj na poboljSanje topljivosti.
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Slika 17. Propusnost otopine derivata ciprofloksacina u DMSO (CIPM, CIPK), formulacija
derivata u NADES-u (CIPM:Ty:Cou, CIPK:Ty:Cou) i 50 % razrijedenih formulacija derivata
u 50 %-tnom DMSO (CIPM:Ty:Cou 50 %, CIPK:Ty:Cou 50 %) odredena PAMPA testom

nakon 24 sata***

*rezultati su srednja vrijednost = S.D. (n=3)
**Ketoprofen — pozitivna kontrola

Propusnost formulacija derivata ciprofloksacina u NADES-u, 50 % razrijedene
formulacije u 50 %-tnom DMSO i derivata ciprofloksacina u DMSO kroz umjetnu lipidnu
membranu odredena je PAMPA testom, a rezultat na slici 17 prikazan je kao omjer mase API-
ja u akceptorskoj jazici i mase ishodnih otopina API-ja u donorskoj jazici (m/mg) nakon 24 sata
od nanoSenja uzoraka. Kao pozitivna kontrola korisSten je ketoprofen radi njegove dobre
permeabilnosti. Koncentracija ishodnih otopina derivata ciprofloksacina u Ty:Cou i DMSO
dodanih u donorsku jaZicu iznosila je 5 mg mL™, odnosno za 50 % razrijedenu formulaciju 2,5
mg mL?. Koncentracije APl-ja u akcpetorskoj jazici nakon 24 sata odredene su
spektrofotometrijski te su izmjereni i volumeni otopina u akceptorskoj jazici kako bi se
izratunala masa API-ja koja je permeabilizirala iz donorske u akceptorsku jazicu. Prema
izraCunatim omjerima masa API-ja u akceptorskoj i donorskoj jazici, za derivat CIPM otopljen
u DMSO taj omjer iznosi 0,075+0,04 dok je za formulaciju CIPM u Ty:Cou 0,21£0,06 te za
razrijedenu formulaciju 0,20+0,07. Mozemo zakljuciti da je odabrani NADES poboljsao
permeabilnost CIPM, u odnosu na otopinu u DMSO-u, i to za >2,6 puta. Izracunata vrijednost
omjera masa je vec¢a za CIPM u NADES-u nego za CIPM u DMSO-u sto znaci da je i visSe API-
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ja permeabiliziralo kroz membranu iz donorske u akceptorsku jazicu. Usporedujuc¢i formulaciju
CIPM s onom 2x razrijedenom s DMSO-om, rezultati su skoro jednaki, ali je ipak nerazrijedena
formulacija CIPM u Ty:Cou imala veéu propusnost od razrijedene. Sto se ti¢e CIPK derivata,
odabrani NADES nije poboljsao permeabilnost jer omjer masa iznosi 0,15+0,06 dok je za
otopinu CIPK u DMSO 0,23+0,03. Razrijedena formulacija CIPK pokazala je bolju
permeabilnost od nerazrijedene, sto je i ocekivano radi bolje propusnosti ovog API-ja u DMSO.
Medutim, CIPK radi veceg acilnog dodatka i shodno tome vec¢oj hidrofobnosti, pokazao je bolju
permeabilnost kada je otopljen u DMSO-u od otopine CIPM u DMSO, $to je u skladu s
rezultatima iz rada Bermejo i sur. (2004). Za derivat CIPK potrebno je pronaci druge NADES-
e u kojima ¢e se posti¢i bolja topljivost i prema tome i ve¢a permeabilnost nego u klasi¢nom

organskom otapalu.

45. BIOLOSKA AKTIVNOST DERIVATA CIPROFLOKSACINA

Dosadasnja istrazivanja ukazuju da ciprofloksacin i njegovi derivati osim antimikrobne
aktivnosti pokazuju i antitumorsku aktivnost. U ovom radu provedeno je ispitivanje djelovanja
derivata ciprofloksacina na tumorsku stani¢nu liniju Caco-2. Caco-2 je stani¢na linija humanog
kolorektalnog adenokarcinoma te se koristi kao model crijevne epitelne barijere. lako je cilj bio
ispitati in vitro biolosku aktivnost otopina derivata CIPM i CIPK u odabranom NADES-u,
prilikom ispitivanja bioloSke aktivnosti in vitro u kulturi stanica pojavio se problem u provedbi
metode zbog razli¢ite lipofilnosti formulacije derivata u NADES-u i medija za uzgoj stanica.
Derivati su bili otopljeni u hidrofobonom NADES-u timol:kumarin (3:2) te uslijed tretiranja
Caco-2 stanica pripremljenim formulacijama doslo je do razdvajanja masnog sloja na povrsini
medija za uzgoj $to je onemogucavalo mjerenje apsorbancija, odnosno odredivanje postotka
prezivljenja stanica. Masni sloj se nije mogao ukloniti, probali smo na nekoliko nacina to rjesiti,
stoga je odluceno da se ispita in vitro u¢inak derivata CIPM i CIPK otopljenih u DMSO kao
organskom otapalu na tumorskim stanicama, budu¢i da u literaturi nema podataka o njihovom
ucinku na Caco-2 stanice. Stanice su bile nacijepljene na ploc¢e od 96 jazica i nakon 24 sata
tretirane razlicitim volumenima derivata ciprofloksacina od 1 do 10 % (v/v) otopljenih u 100
% dimetilsulfoksidu (DMSO) koncentracije 1 mg mL™ i ciprofloksacinom otopljenom u 10 %
DMSO (c=1 mg mL™) uz dodatak 1 pL HCl-a. Nakon 72 sata tretmana, preZivljenje stanica
odredeno je MTS kolorimetrijskom metodom i izrazeno u odnosu na kontrolne, netretirane

stanice.
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Slika 18. Utjecaj ciprofloksacina, acetil-ciprofloksacina i 2-metilpentanoil-ciprofloksacina na
Caco-2 stani¢nu liniju*

*rezultati su srednja vrijednost + S.D. (n=4)

Na temelju rezultata prezivljenja stanica (%) prikazanih na slici 18 moze se uociti da
derivati ciprofloksacina CIPM i CIPK imaju inhibitorni u¢inak na proliferaciju Caco-2 stanica
pri volumnim udjelima od 1, 5i 10 % (v/v), gdje je najveci inhibitorni u¢inak postignut pri
volumnom udjelu od 5 % (v/v) te je priblizno jednak za oba derivata. Postotak inhibicije pri
tom volumnom udjelu za CIPM iznosi 56 %, a za derivat CIPK 59 %. Derivati su takoder
djelovali inhibitorno i pri najmanjem volumnom udjelu, gdje je postotak prezivljenja stanica za
CIPM 76 % te za CIPK 86 %. Budu¢i da su derivati ciprofloksacina izazvali inhibiciju rasta
Caco-2 vecu od 50 %, izracunata je 1Cso vrijednost, odnosno ona koncentracija ispitivane tvari
pri kojoj je vijabilnost stanica 50 %. 1Cso za CIPM iznosi 0,037 mg mL™, dok je za CIPK 0,039
mg mL™2. Sto se tiGe samog ciprofloksacina, postotak prezivljenja pri volumnom udjelu od 1
% (v/v) iznosi 113 % S$to znaci da nije doSlo do inhibitornog uc¢inka, medutim pri volumnim
udjelima od 5 i 10 % (v/v) postotak prezivljenja je 61 % odnosno 46 %. ICsp vrijednost za
ciprofloksacin je veéa od ispitanih derivata te iznosi 0,068 mg mL™. Mozemo zakljuéiti da
derivati ciprofloksacina CIPM i CIPK imaju bolji antitumorski uc¢inak od dCistog
ciprofloksacina, medutim, derivati su otopljeni u 100 % DMSO koji je pri volumnim udjelima
vec¢im od 1 % toksi¢an za stanice (Yuan i sur., 2014) te je i ovo organsko otapalo jednim dijelom

zasluzno za inhibiciju proliferacije Caco-2 stanica.
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Azema i sur. (2009) su takoder primijetili inhibitorni uc¢inak N-aciliranih derivata
ciprofloksacina razlicite lipofilnosti na pet tumorskih stani¢nih linija (adenokarcinom prostate
(PC-3), glioblastoma (U373-MG), kolorektalni adenokarcinom (LoV0), adenokarcinom pluc¢a
(A549) i dojke (MCF-7)) te su izracunali njihove ICso vrijednosti. Rezultati su pokazali da
lipofilnost molekule nije u korelaciji s antitumorskom aktivno$¢u te da su dva derivata 1-
ciklopropil-6-fluor-7-[4-(2-kloracetil)piperazin-1-il]-4-okso-1,4-dihidrokinolin-3-karboksilna
kiselina, 7-(4-dekanoilpiperazin-1-il)-1-ciklopropil-6-fluoro-4-okso-1,4-dihidrokinolin-3-
karboksilna kiselina) pokazala 1Cso vrijednost (<10 umol L) manju od &istog ciprofloksacina.
Osim toga, ovim istrazivanjem je potvrdeno da se na citotoksic¢nost ciprofloksacina moze
pozitivno utjecati dodatkom jednostavnih supstituenata na piperazinski prsten te nasi rezultati
potvrduju ovu hipotezu jer je jednostavnom modifikacijom ciprofloksacina postignuto vece
inhibicijsko djelovanje od c¢istog ciprolofloksacina. Nadalje, Rabbani i Islam (2020) takoder su
koristili DMSO kao otapalo za N-acilirane derivate ciprofloksacina pri ispitivanju
citotoksi¢nosti na raci¢u Artemia salina. Rezultati su pokazali da svih Sest derivata
ciprofloksacina imaju vecu aktivnost od ciprofloksacina gdje su vrijednosti ICso derivata 1,8
do 7,2 puta manje od ciprofloksacina ¢ija ICsoiznosi 36,42 pg mL™,

Antitumorski u¢inak N-aciliranih derivata na piperazinskom prstenu potvrdili su i
Alipour i sur. (2011) na humanoj stani¢noj liniji raka dojke, gdje je postotak prezivljenja stanica
odreden MTT kolorimetrijskom metodom, a ICso vrijednost za derivat koji sadrzi N-2-(furil-2-
il)-2-(klorobenziloksimino)-etil supstituent iznosi 5 ug mL?, §to je 2.4 puta manje od
tamoksifena koji se koristi u prevenciji raka dojke.

Budu¢i da je NADES Ty:Cou (3:2) koriSten u pripremi formulacija derivata
ciprofloksacina CIPM i CIPK, u zavrinom radu Sarac (2021) ispitana je citotoksi¢nost NADES-
a na tumorskoj stani¢noj liniji HeLa i normalnoj stani¢noj liniji HaCat. Otapalo Ty:Cou
okarakterizirano je kao mnisko citotoksi¢no eutekticko otapalo, jer ni pri najviSim
koncentracijama otapala, prezivljenje stanica nije manje od 50 %. Pri koncentraciji od 2000 mg
L vidljivo je najveée inhibitorno djelovanje na proliferaciju HaCaT stanica gdje postotak
inhibicije iznosi tek 26 %, dok je za HeLa stani¢nu liniju koncentracija otapala od 1000 mg L~
! imala najve¢i inhibicijski u¢inak od 23 % (Sarac, 2021). Malo je poznatih istraZivanja o u¢inku
hidrofobnih niskotemperaturnih eutektic¢kih otapala na rast stani¢nih linija te njihovoj primjeni
za razvoj formulacije lijekova u obliku terapeutskog eutektickog otapala, stoga su navedeni
rezultati o bioloskoj aktivnosti derivata ciprofloksacina i otapala Ty:Cou smjernica za daljna

istrazivanja koja ukljucuju antimikrobnu i biolosku aktivnost formulacije derivata
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ciprofloksacina u Ty:Cou, a provest ¢e se u narednom periodu u sklopu HRZZ projekta
,Racionala dizajn prirodnih eutektic¢kih otapala za pripremu i formulaciju kiralnih lijekova®.

Cormier i sur. (2012) ispitali su antimikrobnu aktivnost derivata CIPM i CIPK prema
metilicin-rezistentnoj Staphylococcus aureus (MRSA) mjere¢i promjer zone inhibicije i
usporedujuci ga s ciprofloksacinom, gdje su oba derivata pokazala jace inhibitorno djelovanje.
Promjer inhibicije ciproloksacina je 6 mm, dok je za CIPM-24 mmi za CIPK - 33 mm. Takoder
su odredili i minimalnu inhibitornu koncentraciju koja za ciprofloksacin iznosi 10 ug mL™, dok
su za derivate nize vrijednosti (CIPM- 10 pg mL™?, CIPK- 1 pg mL™?). Osim toga, ispitana je i
antimikrobna aktivnost prema B. anthracis i E. faecalis, gdje su se derivati takoder pokazali
ucinkovitiji za razliku od ciprofloksacina.

U konacnici, sukladno postavljenim ciljevima ovog diplomskog rada, mozemo
zakljuciti da prikazani rezultati 1 zakljucci koji iz njih proizlaze doprinose razvoju novih
formulacija razli¢itih API-ja primjenom NADES-a kao zamjenskih otapala sa ,,zelenim*
svojstvima. Predvidanje topljivosti novosintetiziranih derivata ciprofloksacina pomocu softvera
COSMOtherm znacajno je skratilo vrijeme potrebe za probir najpogodnijeg NADES-a te su
eksperimentalno sintetizirani i ispitani samo oni NADES-i koji su se modelom pokazali kao
najbolji obzirom na topljivost. Nadalje, iako nije zamije¢eno poboljSanje stabilnosti derivata
CIPM i CIPK u NADES-u, u odnosu na njihove otopine u organskom otapalu te nije odredena
bioloska aktivnost derivata u NADES-u, rezultati odredivanja topljivosti i permeabilnosti
pripremljenih formulacija dvaju derivata ciprofloksacina u NADES-u ukazuju na znacaj i

vrijednost ovakvog pristupa u razvoju novih i boljih formulacija lijekova.
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5. ZAKLJUCCI

1. Upotrebom softvera COSMOtherm predvidena je topljivost N-acetiliranog (CIPM)
I N-2-metilpentanoilnog derivata ciprofloksacina (CIPK) u prirodnim
niskotemperaturnim eutektickim otapalima, pri ¢emu je najbolja topljivost
predvidena u nekoliko Kiselih i hidrofobnih NADES-a. Na temelju rezultata
logaritama koeficijenata aktivnosti, In(y), odabrano je i pripremljeno Sest NADES-
a za otapanje derivata CIPM te pet NADES-a za CIPK.

2. Eksperimentalna topljivost derivata ciprofloksacina odredena  je
spektrofotometrijski. Racunalnim programom je predvidena najbolja topljivost u
NADES-u limunska Kiselina:glukoza (Cit:Glc=1:1), no eksperimentalno je
odredena najbolja topljivost u hidrofobnom NADES-u timol:kumarin (Ty:Cou=3:2)
koja za CIPM iznosi 10 mg mL™, te za CIPK 5 mg mL™.

3. Stabilnost derivata ciprofloksacina na temperaturama od 4 °C i 25 °C, tijekom
mjesec dana pracena je spektrofotometrijski u hidrofobnom NADES-u Ty:Cou te u
organskom otapalu 80 % (v/v) acetonitrilu. Oba derivata su tijekom prvih deset dana
stabilna u odabranom NADES-u, gdje nakon toga dolazi do pada stabilnosti.
Derivati su stabilni u 80 % (v/v) acetonitrilu tijekom 30 dana.

4. Testom propusnosti kroz umjetnu membranu (PAMPA test) odredena je
permeabilnost otopine derivata ciprofloksacina u NADES-u. Za derivat CIPM,
odredeno je poboljsanje propusnosti u formulaciji s NADES-om u odnosu na
propusnost ovog derivata u otopini DMSO. Derivat CIPK, koji je hidrofobniji, ima
bolju propusnost u klasi¢nom organskom otapalu DMSO-u, odnosno u formulaciji
s NADES-om nije doslo do pobolj$anja njegove permeabilnosti.

5. Bioloska aktivnost derivata ciprofloksacina otopljenin u DMSO u volumnim
udjelima od 1, 5i 10 % (v/v) ispitana je in vitro primjenom MTS kolorimetrijske
metode na Caco-2 tumorskoj stani¢noj liniji. Derivati su pokazali inhibirajuce
djelovanje na proliferaciju Caco-2 stanica. Izracunata su ICso vrijednosti koje za
CIPM iznose 0,037 mg mL™, za CIPK 0,039 mg mL™ i za ciprofloksacin 0,068 mg
mLL. U usporedbi sa ciprofloksacinom, sintetizirani derivati su pokazali izrazeniji
citotoksi¢ni uc¢inak odnosno vjerojatno imaju bolji antitumorski potencijal.

6. Poboljsanje topljivosti i permeabilnosti pripremljenih formulacija derivata CIPM i
CIPK u NADES-u ukazuje na moguénost primjene prirodnih niskotemperaturnih

eutekticka otapala za razvoj novih i boljih formulacija lijekova.
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