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1. UVOD

Farmaceutska industrija jedna je od najbrze rastucih grana industrije proteklih nekoliko
desetlje¢a. Razvitkom znanosti i tehnologije, olakSan je dizajn, karakterizacija i proizvodnja
novih lijekova, cjepiva i drugih medicinskih pripravaka. Potreba za proizvodima kemijske i
farmaceutske industrije raste svakog dana te su takvi proizvodi postali dio nase svakodnevice.
Unato¢ prednostima u pogledu poboljsanja zdravlja i kvalitete zivota, razvoj takvih industrija
ima negativan utjecaj na klimu 1 okolis. Jedan od glavnih uzroka negativnog ucinka je koristenje
organskih otapala u brojnim procesima proizvodnje kemikalija i farmaceutika. Otapala imaju
vaznu ulogu u otapanju krutih komponenti, prijenosu mase i topline te izdvajanju i
proc¢is¢avanju produkta. Vecéina konvencionalnih organskih otapala su hlapljiva, toksic¢na,
korozivna te zapaljiva, a neka otapala su Klasificirana u skupinu kancerogenih tvari. Njihovo
recikliranje te ponovna upotreba vremenski su dugotrajni, energetski zahtjevni te ekonomski
neodrzivi. Navedeni razlozi glavni su poticaj razvoja zelenih i odrzivih tehnologija te njihove
primjene u razli¢itim granama industrije, s naglaskom na kemijsku i farmaceutsku industriju.
Kao ekoloski prihvatljiva 1 prilagodljiva otapala, posljednjih godina intenzivno se istrazuju
ionske kapljevine, superkriti¢ni fluidi te niskotemperaturna eutekti¢ka otapala (engl. Deep
Eutectic Solvents, DES). Upravo su DES-ovi i niskotemperaturna ecutekticka otapala
sintetizirana iz prirodnih izvora (engl. Natural Deep Eutectic Solvents, NADES) pronasla svoju
primjenu u razvoju farmaceutika, bilo kao sredstva za olaksSan transport lijekova do mjesta
djelovanja, kao medij za enzimske reakcije ili kao otapalo za razvoj terapeutskih
niskotemperaturnih eutektickih otapala (engl. Therapeutic Deep Eutectic Solvents, THEDES),
u cilju poboljsavanja fizikalno-kemijskih svojstava aktivne farmaceutske tvari lijeka (engl.
Active Pharmaceutical Ingredient, API) .

Unato¢ ubrzanom razvoju novih lijekova, farmaceutska industrija susreée se s
izazovima smanjene, odnosno ogranic¢ene topljivosti 1 permeabilnosti djelatne farmaceutske
tvari u vodenom mediju, Sto posljedicno dovodi do smanjene biodostupnosti, a time i
smanjenog terapeutskog ucinka lijeka. Upravo su prirodna niskotemperaturna eutekticka
otapala u sredi$tu istraZivanja posljednjih godina jer mogu povoljno djelovati na povecanje
topljivosti, poboljSanje permeabilnosti kroz membranske sustave te omoguciti povecanu
biodostupnost lijeka na ciljnom mjestu djelovanja.

Ciprofloksacin je lijek koji pripada drugoj generaciji fluorokinolonskih antibiotika, a
ucinkovit je u lijeenju razlicitih bakterijskih infekcija, posebice onih uzrokovanih Gram-

negativnim bakterijama. Patentiran je 1983. od strane farmaceutske kompanije Bayer, a u



meduvremenu je postao jedan od najceS¢e koriStenih antibiotika u lijeCenju respiratornih i
urinarnih infekcija. Najc¢eS¢e se primjenjuje per oS, iako postoje farmaceutski oblici za
dermalnu i intravenoznu primjenu. Problem velikog broja lijekova, pa tako i ciprofloksacina, je
niska topljivost u vodi, Sto uzrokuje suboptimalnu isporuku lijeka na ciljno mjesto djelovanja.
Prethodno provedena istrazivanja pokazala su kako NADES-i mogu utjecati na poboljSanje
topljivosti i permeabilnosti razliCitth API-ja poput nesteroidnih protuupalnih lijekova,
antipiretika, ali 1 nekih nutraceutika. S obzirom na vaznost ciprofloksacina u terapiji
bakterijskih infekcija, pronalazak odgovaraju¢eg NADES-a, u kojem bi topljivost i
permeabilnost bila ve¢a nego u vodi, vjerojatno bi zna¢ajno poboljsalo u¢inkovitost ovog lijeka.

Cilj ovog diplomskog rada bio je razvoj formulacije ciprofloksacina u prirodnom
niskotemperaturnom eutektickom otapalu u cilju poboljSanja topljivosti, permeabilnosti te
biodostupnosti formulacije ciprofloksacina, uz istovremeno ispunjavanje sigurnosnih kriterija
za ljudsku upotrebu. Kako bismo suzili izbor NADES-a, koristen je softverski program za
predvidanje topljivosti COSMOtherm, a zatim je topljivost ciprofloksacina u odabranom
NADES-u provjerena eksperimentalno, primjenom tekuéinske kromatografije visoke
djelotvornosti. Osim topljivosti, vrlo vaZan parametar je stabilnost aktivne farmaceutske tvari
lijeka. 1z literaturnih podataka poznato je kako je ciprofloksacin kao API relativno stabilan,
stoga je jedan od klju¢nih uvjeta bio ne narusiti stabilnosti API-ja formiranjem API-DES
sustava jer bi degradacijom aktivne tvari doSlo do gubitka antimikrobne aktivnosti, odnosno
terapeutskog djelovanja lijeka. Bilo je nuzno provjeriti kako formiranje API-DES sustava utjece
na stabilnost ciprofloksacina, u razli¢itim temperaturnim uvjetima, kroz dulji vremenski period.
Nadalje, bilo je potrebno ispitati in vitro biolosku aktivnost NADES-a i API-DES sustava na
stani¢noj liniji karcinoma debelog crijeva Caco-2 kako bi se istrazilo djeluje li odabrani API-
DES sustav citotoksi¢no, odnosno inhibicijski na rast tumorskih stanica. Svojstvo
zadovoljavaju¢e permeabilnosti je takoder bitno za postizanje visoke razine biodostupnosti
lijeka na mjestu djelovanja. Stoga je ispitana permeabilnost API-DES formulacije i Cistog
NADES-a koristenjem standardiziranog PAMPA testa, kako bi se ispitalo u kojoj mjeri
prirodno niskotemperaturno eutekti¢ko otapalo, odnosno formulacija API-DES sustava

doprinosi poboljSanju permeabilnosti ciprofloksacina.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ZELENA KEMIJA | IMPLEMENTACIJA ZELENIH OTAPALA U INDUSTRIJI

Napretkom znanosti i tehnologije te ubrzanim razvojem industrije tijekom posljednjeg
stoljeca, Covjeku je omoguceno da zivi duze i kvalitetnije. No, ubrzan razvoj industrije ostavlja
posljedice na ljudsko zdravlje i okoliS. Emisija Stetnih plinova, oSteCenje ozona, globalno
zatopljenje, posljedice su koje bi trebale potaknuti covjeCanstvo na racionalniji odnos prema
koristenju neobnovljivih izvora energije te okretanje alternativnim izvorima energije koji bi
omogucili odrzivost industrijskih procesa. Zbog negativnog utjecaja industrije na zdravlje ljudi
i okolis, pocetkom 90-tih godina 20. stolje¢a na inicijativu americke Agencije za zastitu okolisa
(engl. Enviromental Protection Agency, EPA) razvijen je koncept ,,zelene kemije* koji se
temelji na dvanaest nacela kojima bi trebao teziti svaki proizvodni proces. Nacela nalazu
primjenu obnovljivih sirovina kad god je to prihvatljivo s ekonomske i tehniCke strane,
dizajniranje i upotrebu sigurnijih kemikalija i otapala, ekonomicnost tehnoloskih procesa,
racionalno koriStenje energije te upotrebu sirovina koje se nakon zavrSetka procesa mogu
biorazgraditi ili pretvoriti u produkte koji nisu Stetni za okoli§. Usvajanjem navedenih nacela
prilikom razvoja industrijskog procesa moguce je pozitivno utjecati na smanjenje klimatskih
promjena. Implementacija nacela zelene kemije ponajvise se ocituje u farmaceutskoj i
kemijskoj industriji (Clark, 2016). Te dvije industrijske grane su veliki generatori opasnog
otpada nastalog tijekom proizvodnje kemikalija i farmaceutika. Proteklih godina znanstvenici
pridaju najveci interes istraZivanju otapala koja ¢e svojim svojstvima zadovoljiti nacela zelene
kemije, a pritom biti uinkovita zamjena koristenju klasi¢nih organskih otapala u proizvodnim
procesima. Na slici 1 prikazani su udjeli zastupljenosti organskih otapala u razliitim

proizvodnim procesima.
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Slika 1. Upotreba organskih otapala u industrijskim procesima (prema Cseri i sur., 2018)



Proizvodnja farmaceutika i finih kemikalija odvija se u viSe reakcijskih postupaka i
koraka prociS¢avanja. KoriStenje organskih otapala nuzno je u razli¢itim fazama procesa, od
sinteze 1 proCiS¢avanja do analitickih metoda detekcije i kvantifikacije spojeva. Osim u
navedenim postupcima, organska otapala koriste se i za ¢iS¢enje proizvodne opreme i uredaja.
Prisutnost organskih otapala omogucuje odvijanje reakcije jer olakSava medusobni kontakt
reaktanata, a utjece i na kemo-, regio- i stereospecifi¢nost reakcije. Velik dio konvencionalnih
organskih otapala je hlapljiv, toksian, i zapaljiv, stoga koriStenje takvih otapala ostavlja
posljedice na zdravlje i okoliS. Kao posljedica hlapljivosti, otapalo iz tekuceg prelazi u plinovito
stanje te se Siri zrakom, a dugotrajnim izlaganjem parama otapala moze do¢i do oStecenja
unutarnjih organa. S obzirom da su organska otapala ve¢inom lipofilna, olakSan im je prolaz

kroz stani¢nu membranu i barijeru krv-mozak. Stani¢nim metabolizmom mogu nastati jos§

.....

(Joshi i Adhikari, 2019).

Voda kao otapalo zadovoljava kriterije netoksi¢nosti i nezapaljivosti, no slaba
topljivost mnogih organskih i organometalnih spojeva u vodi, visoka molarna entalpija
isparavanja te visoki energetski zahtjevi potrebni za uklanjanje vode iz procesa, ogranicavajuci
su ¢imbenici koriStenja vode kao otapala u kemijskoj 1 farmaceutskoj industriji. Osim toga,
lijekovi koji su po kemijskoj strukturi esteri, poput aspirina, nisu stabilni u vodenim otopinama
te dolazi do njihove hidrolize (Blessy i sur., 2014). Stoga se u posljednje vrijeme provode
intenzivna istrazivanja novih, ekoloSki prihvatljivih pristupa u proizvodnji i formulaciji
lijekova. Naglasak je na upotrebi prirodnih eutektickih otapala kao medija za biotehnolosku
pripravu lijeka ili kao pomoc¢nog sredstva za isporuku lijeka kroz pripravu terapeutskih
niskotemperaturnih eutektickih otapala. Prethodnici eutektickih otapala, ionske kapljevine i
superkriti¢ni fluidi, takoder su se istrazivali u svrhu pobolj$anja fizikalno-kemijskih svojstava
APIl-ja te kao transportni sustavi za teSko topljive lijekove. Medutim, takva otapala posjeduju
nedostatke poput loSe biorazgradivosti, nedostatne biokompatibilnosti te upotrebe
neobnovljivih izvora u procesu njihove pripreme, stoga je njihova primjena u farmaceutske
svrhe ogranicena.

Zbog navedenih nedostataka, kao otapala s najveim potencijalom primjene u
farmaceutskoj industriji isti¢u se niskotemperaturna eutekticka otapala sintetizirana iz prirodnih
ili obnovljivih izvora. To potvrduje i €injenica da je u razdoblju od 2005. do 2020. godine
objavljeno preko 4500 znanstvenih radova na temu prednosti primjene niskotemperaturnih
eutektickih otapala u razli¢itim podruc¢jima kemijske sinteze i formulacije lijekova, biokatalize,

biomedicine te izrade nanomaterijala (Radovi¢ i sur., 2021).



2.1.1. Niskotemperaturna eutekti¢ka otapala

2.1.1.1. Fizikalno-kemijska karakterizacija niskotemperaturnih eutektickih otapala

Prema smjernicama ,,zelene kemije* idealno otapalo definirano je kao kemijski i fizicki
stabilno, niske hlapljivosti, jednostavno za upotrebu, netoksicno, uz moguénost recikliranja i
ponovnog koriStenja. Niskotemperaturna eutekticka otapala predstavljaju Cetvrtu generaciju
ionskih kapljevina (engl. lonic Liquids, ILs), koja imaju povoljna fizikalno-kemijska i bioloska
svojstva te jednostavnu i ekonomiénu pripravu.. Eutekticka otapala prvi put se spominju 2001.
godine u radu koji su objavili Abbott i suradnici, a nekoliko godina kasnije, ista grupa
znanstvenika objavila je rad u kojem navode koje su prednosti niskotemperaturnih eutekti¢kih
otapala u usporedbi s ionskim teku¢inama i konvencionalnim organskim otapalima (Abbott i
sur., 2003).

Niskotemperaturnim eutekti¢kim otapalom smatramo smjesu dviju ili viSe komponenata
u krutom ili tekuéem stanju, u odredenom molarnom omjeru, koja ima nizZe taliSte nego pojedine
komponente smjese. Niskotemperaturna eutekticka otapala imaju sli¢na fizikalna svojstva kao
i ionske kapljevine: niski tlak pare, u tekuéem su stanju kroz Sirok temperaturni raspon,
nezapaljiva su, vrlo jednostavna za pripremu te nisu potrebni koraci proc¢iS¢avanja nakon
sinteze (Lin 1 Vasam, 2005). Ako eutekticko otapalo izgraduju Siroko dostupne prirodne
komponente, poput aminokiselina, organskih kiselina, ugljikohidrata ili alkohola, tada se takva
otapala nazivaju prirodnim niskotemperaturnim cutekti¢kim otapalima (engl. Natural Deep
Eutectic Solvents, NADES) (Paiva i sur., 2014). Upravo prirodno porijeklo komponenti

omogucuje metaboli¢ku razgradnju u organizmu, stoga su takva otapala visoko kompatibilna.

Niskotemperaturno eutekticko otapalo je smjesa nabijenog akceptora vodika (npr.
amonijeve soli) i nenabijenog donora vodika poput Secera, alkohola, amida, vitamina i amina,
pri ¢emu su komponente povezane jakim vodikovim vezama (Gorke i sur., 2010), a neki od
primjera Cesto koriStenih spojeva za pripremu DES-ova prikazani su na slici 2. S obzirom na
brojnost i raznolikost komponenti koje mogu ¢initi DES, u teoriji je moguce pripremiti vise od

108 varijacija ovakvih otapala (Radovié i sur., 2021).
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Slika 2. Primjeri ¢esto koristenih akceptora i donora vodikove veze za pripravu

niskotemperaturnih eutektickih otapala (Radovi¢ i sur., 2021)

Snizenje taliSta smjese u odnosu na taliSte pojedine komponente posljedica je
delokalizacije naboja, uzrokovane intermolekulskim interakcijama (vodikove i ionske veze te
van der Waalsove sile). Depresija tocke taliSta odgovara eutektickoj tocki, a fazni dijagram
dvokomponentnog eutektickog sustava prikazan je na slici 3. SniZavanje temperature taliSta
ovisi o simetriji prisutnog kationa te o kemijskoj prirodi funkcionalnog bo¢nog lanca (Abbott 1
sur., 2004). Prema definiciji, eutekticka otapala imaju taliSte nize od 150 °C, a
niskotemperaturna eutekticka otapala koja imaju najSiru primjenu, imaju temperaturu taliSta
nizu od 50 °C te su pogodna za koriStenje na sobnoj temperaturi. pH vrijednost DES-a ovisi 0
prirodi komponenti koje ga formiraju, pa su tako otapala s organskom kiselinom kao donorom
vodikove veze (engl. Hydrogen Bond Donor, HBD) kisela (pH < 3), dok su otapala koja sadrze
amid kao HBD bazi¢na (pH > 8). Niskotemperaturno eutekti¢no otapalo mora biti stabilno,
odnosno mora ostati u tekucoj fazi dulje vrijeme, bez formiranja kristalnog taloga. Na stabilnost
izrazito utjece kemijska struktura donora i akceptora vodikove veze, odnosno §to je veca
prisutnost dodatnih hidroksilnih i karboksilnih skupina, to je otapalo stabilnije. Osim toga, na
stabilnost utjeCe molarni omjer komponenata te prostorni raspored skupina unutar molekule
(Dai i sur., 2013a).
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Slika 3. Prikaz hipotetskog dvokomponentnog (A i B) faznog dijagrama (prema Pedro
i sur., 2021)

Vecina niskotemperaturnih eutektickih otapala ima vecu gusto¢u od vode i
tradicionalnih organskih otapala, u rasponu 1,1 g cm=- 1,4 g cm=. Viskoznost otapala uvelike
ovisi o karakteristikama sirovina iz kojih se otapalo priprema. Primjerice, otapala koja kao
donor vodikove veze sadrze Secer imaju najvecu viskoznost, dok ona koja sadrze poliole imaju
znafajno manju viskoznost. Visoka viskoznost posljedica je jakih vodikovih veza te
elektrostatskih interakcija izmedu komponenta DES-a, a razina viskoznosti otapala takoder
ovisi o temperaturi te udjelu vode. Cesto je zbog velike gustoée i viskoznosti, nuzna prisutnost
odredene koli¢ine vode u eutektickom otapalu kako bi ono bilo primjenjivo jer je zbog velike
viskoznosti otezan prijenos mase i topline (Pena-Pereira i la Calle, 2019). Upravo su velika
viskoznost te nizak tlak para jedni od glavnih nedostataka koriStenju ovakvih otapala. Najveci
dio do sada okarakteriziranih DES-ova su polarnog karaktera, pri ¢emu su DES-ovi koji sadrze
organsku kiselinu najpolarniji, a posljednjih godina sve ve¢i interes u istraZivanjima zauzimaju
hidrofobni DES-ovi poput kombinacija mentol:oktanska kiselina ili timol:kumarin (Panic i sur.,
2019). Prisutnost vode kao komponente eutektickog otapala utje¢e na polarnost DES-a, a ako
je volumni udio vode u DES-u ve¢i od 50 % dolazi do narusavanja veza izmedu komponenti
DES-a te znacajnog utjecaja na njegova fizikalno-kemijska svojstva.

Priprema niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala moze se provesti na nekoliko nacina.
Najces¢i je mijeSanjem komponenata donora i akceptora vodikove veze, u odredenom
molarnom omjeru, pri povisenoj temperaturi, uz kontinuirano mijeSanje na elektromagnetskoj
mijesalici do formiranja kapljevine. Ukoliko je zbog velike gustoce i viskoznosti potreban

dodatak vode, ona se moze dodati tijekom ili nakon pripreme (Aroso i sur., 2015). Ostali nacini



imaju isti po¢etni korak mijeSanja donora i akceptora vodikove veze, ali se razlikuju u narednim
koracima pripreme. Tako je mogudée primijeniti metodu usitnjavanja komponenata u tarioniku
uz mijeSanje do stvaranja eutekticke smjese. Nadalje, jedna od metoda je priprema vodene
otopine komponenata, nakon Cega se voda uklanja uparavanjem ili liofilizacijom. Takoder,
moguce je pripremiti niskotemperaturno cutekti¢ko otapalo uz pomo¢ alternativnih izvora
energije, poput ultrazvuka i mikrovalnog zracenja (Florindo i sur., 2014). DES ne nastaje
kemijskom reakcijom ve¢ formiranjem vodikovih veza izmedu komponenata, pri ¢emu se
postize 100 %-tna atomska ucinkovitost jer se svi atomi supstrata ugraduju u produkt. Na taj
nacin ne dolazi do stvaranja otpada Sto proces pripreme niskotemperaturnih eutektickih otapala
¢ini ekonomiénim te ekoloski prihvatljivim (Paiva i sur., 2014). DES-ove zovemo
,dizajniranim otapalima“ jer se pravilnim odabirom ishodnih komponenti i molarnih omjera za
njihovu pripremu moze utjecati na njihova fizikalno-kemijska svojstva te samim time utjecati
na uspjesnost njihove primjene. S obzirom na ishodne tvari koje se koriste prilikom pripreme
niskotemperaturnih eutektic¢kih otapala, razlikujemo ¢etiri kategorije DES-ova, $to je prikazano
u tablici 1.

Tablica 1. Vrste eutektickih otapala (prema Sheldon, 2017)

Vrsta Opis

Tip | kvaterna sol Cat+X— i halogenid metala poput Zn,
Sn, Fe

Tip 1l kvaterna sol Cat+X— i halogenid metala poput Cr,
Co

Tip M1 (kvaterna sol Cat+X— i donor vodikove veze poput

amida, kiseline i alkohola)
Tip IV halogenid metala i donor vodikove veze poput
amida i alkohola)

2.1.1.2. In vitro bioloSka aktivnost niskotemperaturnih eutektickih otapala

Primjeni nekog novog spoja ili potencijalnog lijeka u terapeutske svrhe prethodi
provjera bioloske aktivnosti in vitro na stani¢nim linijama te na bakterijskim kulturama ako se
radi o komponenti koja ima potencijalno antimikrobno djelovanje. NADES-i se po svojoj
definiciji sastoje od prirodnih komponenti te se kao takvi smatraju netoksi¢nima. Medutim,

prije bilo kakve industrijske ili klini¢ke primjene potrebno je ispitati njihov ekotoksikoloski



profil, odnosno ispitati postoji li citotoksiCan ili genotoksi¢an ucinak na stanice. Tijekom
proteklih godina provedeno je niz ispitivanja bioloskog ucinka eutekti¢kih otapala na razli¢itim
mikrobnim kulturama te zivotinjskim i humanim stani¢nim linijjama. Hayyan i sur. (2013a;
2013b) objavili su rad u kojem navode kako je citotoksi¢nost DES-ova na stani¢noj kulturi larve
racic¢a bila veca od citotoksi¢nosti pojedinih komponenti eutektickog otapala. Kao objaSnjenje
navodi se moguc¢i sinergisticki uc¢inak tvari u DES-u, §to je posljedica interakcije izmedu donora
i akceptora vodikove veze, a citotoksi¢nost bi mogla biti i posljedica loseg prijenosa kisika u
hranjivoj podlozi zbog povecane viskoznosti niskotemperaturnog cutekti¢kog otapala. Nadalje,
u ispitivanju citotoksi¢nosti NADES-a koje su proveli Paiva i sur. (2014), pokazano je kako
neke organske kiseline imaju negativan utjecaj na vijabilnost stanica, dok su Zhao i sur. (2015)
dokazali kako odredeni NADES-i koji u svom sastavu sadrze organske kiseline, imaju
antibakterijsko djelovanje na razlic¢ite Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterijske kulture.
Radosevic i sur. (2018) proucavali su antimikrobni u¢inak razli¢itih NADES-a na bakterijama
(Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa i
Staphylococcus aureus), kvascu (Candida albicans) te citotoksi¢ni u¢inak na humanim
stani¢nim linijama (HEK293T, HeLa i MCF-7). Zakljucak je da Seceri, Secerni alkoholi, kolin
te betain kao komponente NADES-a, nemaju utjecaj na antimikrobnu aktivnost otapala, dok
NADES-i koji sadrze organsku kiselinu, posebice limunsku kiselinu, djeluju inhibitorno na rast
mikroorganizama. Kao jedno od objaSnjenja navodi se kako nizak pH eutektickog otapala
uzrokuje oStecenje staniéne membrane i membranskih proteina $to posljedicno dovodi do
toksi¢nog djelovanja.

,»o0la dosis facit venenum* izjava je alkemicara i lije¢nika Paracelsusa, koji je postavio
temelje moderne toksikologije i1 farmacije. On je smatrao kako svaka tvar mozZe biti otrov, a
primijenjena doza odreduje granicu izmedu ljekovitosti 1 otrovnosti neke tvari. Iako je tvrdnja
iz 16. st. mnogi rezultati ispitivanja toksi¢nosti prirodnih ili sintetiziranih komponenata
potvrduju ovu tezu jer vrlo Cesto toksi¢nost spoja ovisi o primijenjenoj koncentraciji, odnosno
volumnom udjelu ispitivanog spoja. lako je bilo ocekivano kako ¢e NADES-i biti netoksicni, s
obzirom da se sastoje od prirodnih komponenti, do sada provedena istrazivanja pokazala su
kako je ta tvrdnja djelomicno to¢na. U nekim radovima zabiljezena je toksi¢nost NADES-a koja
ovisi o vrsti i molarnim omjerima komponenata od kojih se otapalo sastoji, o pH vrijednosti
otapala te o volumnom udjelu NADES-a kojim su stanice tretirane. Stoga su in vitro testovi
citotoksi¢nosti 1 odredivanje toksikoloskog profila nezaobilazni korak u istraZivanju i primjeni
nekog spoja, bilo da je izoliran iz prirodnih izvora, dobiven kemijskom sintezom ili

biotehnoloskim postupkom.



2.1.1.3. Primjena niskotemperaturnih eutektickih otapala u farmaceutskoj i kemijskoj
industriji

Napretkom ljudskog razvoja, porasla je svjesnost o brizi za okoli§ i racionalnom
raspolaganju prirodnim resursima, posebice neobnovljivim izvorima energije. Razvojem zelene
kemije, sve su intenzivnija istrazivanja u podrucju prirodnih niskotemperaturnih eutektickih
otapala koja su se pocela primjenjivati u Sirokom rasponu industrija, od kemijske i farmaceutske
do biomedicine. U pocetku, niskotemperaturna eutekticka otapala koristila su se prilikom
depoliranja, odnosno povrsinske obrade i zaStite metala. Danas su DES-ovi postali u¢inkovita
zamjena klasi¢nim otapalima u organskoj sintezi spojeva i biokatalizi, koriste se u
elektrokemiji, proizvodnji biopolimera, nanomaterijala, a vrlo su primjenjivana za ekstrakciju
bioloski aktivnih komponenti iz biljnih materijala (Paiva i sur., 2014).

Kako bi se smanjila upotreba organskih otapala u procesu ekstrakcije aktivnih
komponenata od ostalih tvari, velika je vaznost niskotemperaturnih eutektickih otapala koja su
se pokazala kao vrlo uc€inkovita, s posebnim naglaskom na ekstrakciju fenolnih spojeva iz
biljnih izvora. Efikasnost ekstrakcije ovisi 0 karakteristikama otapala. Razlog vrlo efikasnoj
ekstrakciji fenola pomocu niskotemperaturnih eutektickih otapala ima kemijsku osnovu,
odnosno eutekticka otapala mogu biti donor 1 akceptor elektrona te formirati Cvrste 1 stabilne
vodikove i m-m veze izmedu fenolnih spojeva i komponenata otapala (Dai i sur., 2013a).
Provedena istrazivanja pokazuju kako je efikasnost ekstrakcije fenolnih spojeva znatno veca
koristenjem NADES-a u usporedbi s klasi¢nim otapalima poput vode, etanola ili heksana (Paiva
i sur., 2014). Takoder, ekstrahirani spojevi su vrlo stabilni u DES-ovima §to je vrlo vazna
karakteristika. Osim navedenih svojstava, na u¢inkovitost ekstrakcije utjece i udio vode u DES-
u. Voda je potrebna kako bi se smanjila viskoznost otapala i omogucio bolji prijenos mase
izmedu otapala 1 biljnog izvora.

Niskotemperaturna eutekticka otapala imaju svoju primjenu i u biokatalizi. Provedena
istrazivanja pokazuju kako koriStenje DES-ova u biokatalitickim reakcijama pridonosi
stabilnosti reaktanata i produkata, a istovremeno poveéava topljivost enzima (Stépankova i sur.,
2014; Juneidi 1 sur., 2017). Takoder, upotrebom DES-ova u biokatalitickim reakcijama dolazi
do povecanja enantio- i regioselektivnosti enzima, pri ¢emu DES djeluje kemijski inertno.
Obzirom da prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala zadovoljavaju nacela zelene kemije
u pogledu netoksi¢nosti, biorazgradivosti te biokompatibilnosti, sve je veéi interes
farmaceutske industrije i biomedicine za implementaciju takvih otapala u formulacije

postojecih 1 novih farmaceutika.
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2.2. PRIMJENA EUTEKTICKIH OTAPALA U RAZVOJU TERAPEUTSKIH
NISKOTEMPERATURNIH EUTEKTICKIH OTAPALA

Napretkom znanosti i tehnologije omogucen je razvoj velikog broja novih lijekova i
drugih medicinskih pripravaka. Medutim, najveéi problemi velikog broja lijekova su slaba
topljivost u vodi te neucinkovita doprema do ciljnog mjesta djelovanja. Kao prilog tome govore
podaci kako je gotovo 40 % lijekova koji su prosli sve faze klini¢kog ispitivanja i odobreni su
za trziSte te 90 % molekula u razvoju, slabo ili potpuno netopljivo u vodi (Kalepu i Nekkanti,
2015). Svaki lijek ima djelatnu farmaceutsku tvar (engl. Active Pharmaceutical Ingredient,
API), odnosno bioloski aktivhu komponentu koja je odgovorna za postizanje terapeutskog
ucinka. Losa topljivost lijeka posljedi¢no utjece na biodostupnost, odnosno dopremanje aktivne
djelatne tvari do mjesta djelovanja. Osim topljivosti, nezanemariv problem novih lijekova ¢esto
je mala permeabilnost te stabilnost API-ja. Kako bi se prevladali navedeni problemi, vrlo ¢esto
se koriste velike doze. Kao posljedica takvog pristupa mogu¢ je razvoj sistemske toksicnosti te
pojave tezih nuspojava. Navedeni razlozi potaknuli su farmaceutsku industriju na trazenje
inovativnih rjeSenja kojim bi se unaprijedili nedostaci slabe topljivosti, niske permeabilnosti i
biodostupnosti te vrlo ¢esto kratkotrajne stabilnosti aktivne tvari. U tome im uvelike pomaze
primjena racunalnih programa pomocu kojih mogu in silico dizajnirati molekulu Zeljenih
karakteristika te predvidjeti topljivost takvih molekula u otapalima na temelju kvantne kemije.
Posljednjih godina intenzivno se istrazuju NADES-i kao potencijalna otapala za otapanje API-
ja koji su tesko topljivi u vodi. Znanstveni radovi objavljeni na tu tematiku pokazuju kako bi
prirodna niskotemperaturna ecutekticka otapala mogla biti vrlo uéinkovita zamjena
konvencionalnim otapalima jer su sigurna za okolis 1 ljude, a moguce je 1 prilagoditi njihova
fizikalno-kemijska svojstva (Morrison i sur., 2009).

Farmaceutska industrija razvila je strategiju poboljsanja topljivosti aktivne komponente
lijeka tvorbom THEDES-a, odnosno prevodenjem krute komponente lijeka u tekucu
formulaciju koju ¢ini niskotemperaturno eutekticko otapalo 1 API. Na taj nain sniZava se
temperatura taliSta, $to omogucéava procesiranje bez degradacije aktivne komponente, a
istovremeno teku¢im oblikom formulacije sprijeen je nastanak kristalnih oblika API-ja, a
primije¢eno je kako tvorbom takvih sustava cesto dolazi do povecanja topljivosti i
permeabilnosti aktivne tvari. Velika prednost THEDES-a je §to nema gubitaka tijekom
pripreme, a samim time nema ni potrebe za izdvajanjem i proc¢i§¢avanjem jer nastaje produkt
100%-tne cisto¢e (Paiva i sur., 2014; Duarte i sur., 2017). Nadalje, koriStenjem ovakvog

procesa olaksan je prijenos u vece mjerilo, Sto omogucava lakSu implementaciju u industrijski
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pogon te smanjuje troSkove. Pojam THEDES definiran je jos 1998. godine kada su Stott 1
suradnici razvili terapeutski sustav koji se sastojao od ibuprofena i mentola, a cilj je bio
poboljsati permeabilnost API-ja. U godinama koje su slijedile THEDES-i su postali jedna od
glavnih tema istrazivanja.

Jedan od pozitivnih primjera koriStenja niskotemperaturnih eutektickih otapala za
otapanje u vodi tesko topljivih API-ja prikazan je u radu koji su objavili Morrison i suradnici
(2009). U radu je provedeno opsezno ispitivanje topljivosti razlicitih lijekova poput danazola,
koji se koristi u lije¢enju endometrioze te griseofulvina i itrakonazola koji se koriste za lijeCenje
gljivi¢nih infekcija, u eutektickim sustavima urea:kolin-klorid te jabu¢na kiselina:kolin-Klorid.
Osim ispitivanja topljivosti u ¢istom DES-u, topljivost je ispitana u sustavu DES-a i vode,
vodenoj otopini pojedinih komponenata DES-a te u vodi kao kontroli. Rezultati pokazuju kako
je topljivost API-ja u navedenim DES-ovima povecana za 5 do ¢ak 22000 puta u odnosu na
topljivost istih u vodi. Takoder, pokazano je kako je topljivost API-ja u vodenim otopinama
komponenti DES-a te u sustavu DES-a i vode, puno manja u odnosu na topljivost u ¢istom
DES-u, sto dovodi do zakljucka kako je poboljsanje topljivosti posljedica sinergistickog
djelovanja komponenti niskotemperaturnog eutekti¢kog otapala dok prisutnost vode ima
negativni efekt na povecanje topljivosti.

Nadalje, Lu i suradnici (2013) objavili su rad u kojem su ispitivali topljivost nesteroidnih
protuupalnih lijekova (engl. Non-steroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs) u eutekti¢kim
otapalima baziranim na kolin-kloridu kao akceptoru vodikove veze. Lijekovi poput aspirina,
ibuprofena, ketoprofena, naproksena i acetaminofena pripadaju u skupinu NSAID-a, a odlikuju
se protuupalnim, analgetickim i antipireti¢kim svojstvima. Cesto se koriste za snizavanje
temperature, glavobolje, kod reumatizma i1 kardiovaskularnih bolesti. Medutim, ovakvi lijekovi
su vrlo tesko ili gotovo netopljivi u vodi. Primjerice, topljivost aspirina u vodi iznosi 7 mg mL"
! dok je topljivost ibuprofena gotovo 100 puta niza (0,07 mg mL™t). Analizom rezultata vidljivo
je kako je topljivost navedenih API-ja u niskotemperaturnim eutektickim otapalima vec¢a 17 do
5477 puta od topljivosti u vodi kao referentnom otapalu. Takoder, vidljivo je kako je topljivost
najveca u DES-ovima koji ne sadrze vodu, dok je razina topljivosti u eutektickim sustavima
koji sadrze vodu obrnuto proporcionalno udjelu vode u otapalu. Razlog tome je Sto dodatkom
vode dolazi do povecéanja polarnosti eutektickog otapala te posljedi¢énog smanjenja topljivosti
hidrofobnih lijekova. Unato¢ smanjenju razine topljivosti API-ja u DES-ovima koji sadrze
vodu, topljivost je i dalje veca u odnosu na topljivost API-ja u vodi. Stoga bi niskotemperaturna
eutekticka otapala mogla imati ulogu u razvoju tekucih formulacija lijekova, kao svojevrsno

kootapalo zajedno s vodom (Lu i sur., 2013).
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Jos$ jedan primjer poboljSanja topljivosti API-ja objavili su Cysewski i suradnici (2021).
U njihovom radu ispitana je topljivost API-ja teofilina u NADES-ima na bazi kolin-klorida i
Se¢ernih alkohola. Teofilin je lijek koji djeluje protuupalno i spazmolitic¢ki, a koristi se u
lijeCenju astme, kroni¢ne opstruktivne bolesti pluca, pluénog emfizema 1 slicnih bolesti
povezanih s respiratornim sustavom. Iz rezultata je vidljivo kako je topljivost navedenog lijeka
visestruko bolja u NADES-u kolin-klorid:glicerol nego u vodi, a zanimljiva je ¢injenica da ne
dolazi do smanjenja topljivosti ¢ak i uz prisustvo vode u NADES-u. Phaechamud i sur. (2012)
razvili su formulaciju koju c¢ini niskotemperaturno eutekti¢ko otapalo mentol:kamfor i
ibuprofen, pri ¢emu je topljivost ibuprofena u NADES-u bila oko 30 puta veca od topljivosti
Cistog ibuprofena u vodi. Druga skupina znanstvenika razvila je formulaciju eutektickog otapala
kolin klorid:askorbinska kiselina i deksametazona. APl deksametazon je glukokortikoid koji se
koristi za lijeCenje reumatskih i koznih bolesti te bolesti probavnih i disnih organa.
Karakteriziran je vrlo slabom topljivo$¢u u vodi (0,23 mM). U obliku THEDES-a zna¢ajno mu
je povecana topljivost, a zabiljeZen je i porast permeabilnosti u odnosu na vodenu otopinu ¢istog
deksametazona (Silva i sur., 2018).

Osim topljivosti, vrlo vazna karakteristika svake aktivne farmaceutske tvari je
stabilnost. Stabilnost se definira kao sposobnost lijeka da zadrzi kemijsku strukturu u
promjenjivim uvjetima, a ovisna je o razliitim eksternim faktorima poput svjetlosti,
temperature, pH, oksidacije (Pedro i sur., 2021). Problem velikog broja lijekova, posebice onih
male molekulske mase, je kratkotrajna stabilnost u vodenim otopinama. Degradacijom API-ja
prije ciljnog mjesta djelovanja lijek ne moze postic¢i terapeutski ucinak ili je uéinak znac¢ajno
smanjen. Mnogi znanstveni radovi ukazuju kako niskotemperaturna eutekticka otapala mogu
pozitivno utjecati na stabilnost API-ja u odnosu na stabilnost u vodenim otopinama. U radu koji
su objavili Lu i suradnici (2013), ispitana je stabilnost aspirina u NADES-u kolin-
klorid:polialkohol, a rezultati su pokazali kako je brzina razgradnje aspirina na salicilnu i octenu
kiselinu 8,2 puta sporija u eutektickom otapalu nego u vodenoj otopini. Sljede¢i primjer
poboljsanja stabilnosti API-ja prikazan je u radu Olivares i suradnika (2018), u kojem je
NADES betain:urea poboljsao stabilnost B-laktamskih antibiotika. U vodenim otopinama
ovakvih antibiotika dolazi do nukleofilnog ili elektrofilnog napada i otvaranja B-laktamskog
prstena, Sto dovodi do narusavanja stabilnosti i gubitka antimikrobne aktivnosti. U ovom radu
produzena je stabilnost klavulinske kiseline u NADES-u betain:urea za otprilike 7 puta u
odnosu na stabilnost tog antibiotika u vodenoj otopini.

Osim antibiotika i razli¢itih nesteroidnih protuupalnih lijekova, niskotemperaturna

eutekticka otapala mogu prevenirati ili smanjiti razinu degradacije terapeutskih proteina.
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Terapeutski proteini vrlo su osjetljivi na promjenu temperature, stoga je za njihovu distribuciju,
skladiStenje 1 manipulaciju nuzan lanac kontrolirane temperature, §to ¢esto ograni¢ava njihovu
primjenu i povisuje troSkove. U radu koji su objavili Lee 1 sur. (2018) povecéana je stabilnost
humanog interferona o (IFN-02), koji se koristi u lijeCenju hepatitisa B i C i leukemije, pomocu
eutektickog otapala kolin-klorid:glukoza (1:1). Analizom je potvrdeno kako je protein zadrzao
strukturu 1 aktivnost tijekom tri mjeseca, na temperaturi 37 °C, §to je znatno bolje u usporedbi
sa stabilnos¢u IFN-02 u fosfatnom puferu.

Iz navedenih istrazivanja vidljivo je kako THEDES-i mogu pozitivho utjecati na
stabilnost, topljivost i permeabilnost, a time i na bolju biodostupnost i terapeutski ucinak lijeka.
Posljednjih godina razvoj terapeutskih niskotemperaturnih eutektickih otapala provodi se za
razli¢ite kategorije API-ja, od antifungalnih lijekova, analgetika, protuupalnih nesteroidnih

lijekova do antibiotika.

2.3. RAZVOJ TERAPEUTSKIH NISKOTEMPERATURNIH EUTEKTICKIH
OTAPALA ZA POBOLJSANJE FORMULACIJE CIPROFLOKSACINA

2.3.1. Kemijska struktura i mehanizam djelovanja ciprofloksacina

Ciprofloksacin je lijek koji pripada drugoj generaciji fluorokinolonskih antibiotika, a
koristi se za lijeCenje razli¢itih bakterijskih infekcija, ukljucujuéi respiratorne i urinarne
infekcije. Lijek je patentirala tvrtka Bayer 80-ih godina proslog stoljeca te je ubrzo postao jedan
od naj¢esce koristenih antibiotika u SAD-u i Europi, a danas je na trziStu prisutan u vise od 300

razli€itih tvornickih imena (De Almeida i sur., 2007).

Slika 4. Kemijska struktura ciprofloksacina (NCBI, 2021)
Fluorokinolonski antibiotici su skupina sintetskih antibakterijskih lijekova strukturno
sliéni nalidiksinskoj kiselini. Razvoj kinolonskih antibiotika zapoCeo je 1962. otkricem

nalidiksinske kiseline, nusprodukta u sintezi klorokina koji se koristi kao lijek protiv malarije.
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Otkriveno je kako nalidiksinska kiselina ima inhibitorno djelovanje na Gram-negativne
organizme, a zatim je u cilju poboljSanja farmakokinetickih i farmakodinamickih svojstava
razvijena cijela klasa novih spojeva, derivata 4-kinolona. Medutim, niti jedan od derivata nije
pokazivao znacajno vecu antimikrobnu aktivnost u odnosu na ishodnu nalidiksinsku kiselinu.
Stoga su znanstvenici unaprijedili derivate uvodenjem atoma fluora u molekulu 4-kinolona na
poziciju 6 i piperazinskog supstituenta na poziciju 7 ¢ime je nastao fluorokinolon (Emmerson i
Jones, 2003). Ovakvi spojevi imaju Siri spektar djelovanja, bolji farmakokineti¢ki profil,
produljeno vrijeme polueliminacije, poboljsanu distribuciju u tkiva te smanjeno vezanje na
proteine plazme. Navedeni derivati ¢ine fluorokinolone druge generacije, medu kojima je
najpoznatiji ciprofloksacin, a njegova kemijska struktura prikazana je na slici 4. Narednih
godina u cilju poboljsanja terapijskih svojstava, razvijeni su spojevi tree i1 ¢etvrte generacije

fluorokinolona (Andriole, 2005), od kojih su neki prikazani na slici 5.

Et
Nalidiksinska
kiselina

HM i

Norfloksacin

N
. /Q (l\_)g-_'\r'lc

H
Levofloksacin

Slika 5. Kemijska struktura fluorokinolona razli¢itih generacija (prema Aldred i sur., 2014)

Ciprofloksacin se primjenjuje per os u obliku bijelog praha, gorkog okusa, a moguca je
primjena intravenozno i dermalno. Kako bi se sprijecila fotoliti¢ki inducirana degradacija
potrebno ga je skladistiti na tamnom mjestu pri temperaturi od 4 °C. Ciprofloksacin je dobro
topljiv u octenoj kiselini, a slabo topljiv u vodi i organskim otapalima metanolu, etanolu i
acetonu. Temperatura taljenja je 313-315 °C, a u molekuli ciprofloksacina prisutne su dvije
ionizirajuée grupe: 6-karboksilna skupina i 4-N pozicija piperidinskog supstituenta (Sharma i

sur., 2010). Opceniti mehanizam djelovanja fluorokinolonskih antibiotika temelji se na
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inhibiciji sinteze bakterijske DNA, posredstvom inhibicije enzima iz skupine topoizomeraza Il,
koje imaju ulogu u replikaciji, transkripciji, rekombinaciji i popravku bakterijske DNA
(Hawkey, 2003). Enzimi DNA giraza i topoizomeraza IV su heterotetramerne molekule koje se
sastoje od dvije kopije Gyr A i GyrB te dvije kopije ParC i ParE podjedinica (Redgrave i sur.,
2014). Kako bi zapoceo proces replikacije potrebno je razdvajanje dvostruke uzvojnice DNA.
Enzim DNA giraza je bakterijska topoizomeraza tipa Il koja katalizira negativno superuvijanje
uzvojnice kruzne molekule DNA, odnosno katalizira cijepanje veze Secer-fosfat u oba lanca
DNA te na taj nac¢in onemogucuje superuvijanje DNA. Jo§ jedan vazan enzim iz iste skupine je
topoizomeraza IV ¢ija je uloga razdvajanje lanaca DNA nakon replikacije. Fluorokinoloni
imaju ulogu inhibitora topoizomeraza jer formiraju ternarne komplekse s podjedinicama
enzima i molekulom DNA, $to dovodi do prekida replikacije, cijepanja bakterijske DNA i smrti

bakterije. Na slici 6 shematski je prikazan mehanizam djelovanja fluorokinolonskih antibiotika.

DNA giraza
Fluorokinolonski
antibiotik

iA \

Polimeraza

-
RNA pocetnica

Topoizomeraza 3
v

Slika 6. Shematski prikaz formiranja ternarnog kompleksa izmedu fluorokinolona, DNA

giraze/ topoizomeraze IV i molekule DNA bakterije (prema Hooper, 2002)
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2.3.2. Primjena ciprofloksacina u klinickom lije¢enju

Prema Kklasifikaciji Agencije za hranu i lijekove SAD-a (engl. Food and Drug
Administration, FDA), kinolonski antibiotici dijele se u Cetiri generacije s obzirom na
antimikrobni spektar djelovanja. Druga generacija fluorokinolona, u koju pripada i
ciprofloksacin, djeluje na Siri spektar Gram-negativnih bakterija kao §to su Escherichia coli,
bakterije iz rodova Salmonella i Shigella, a djeluje i na neke Gram-pozitivne poput S. aureus,
S. pneumoniae te na odredene sojeve mikobakterija. Ciprofloksacin je jedan od najceSce
upotrebljavanih fluorokinolona. Sirok antibakterijski spektar djelovanja omoguéuje primjenu
ciprofloksacina u lije¢enju gastrointestinalnih i urinarnih infekcija, spolno prenosivih bolesti i
koznih infekcija. Ciprofloksacin koriste i pacijenti oboljeli od cisti¢ne fibroze, koji se bore s
kroni¢nim pluénim bakterijskim infekcijama. Zbog dobre apsorpcije u kosti, ciprofloksacin

nalazi svoju primjenu u lijecenju osteomijelitisa (King i sur., 2000).

2.3.3. Razvoj strategije za poboljSanje topljivosti, permeabilnosti i biodostupnosti
ciprofloksacina

Topljivost tvari u otapalu, permeabilnost kroz membrane stanica te biodostupnost na
ciljnom mjestu djelovanja, parametri su koji definiraju svaku aktivnu farmaceutsku tvar,
odnosno lijek. Prema Klasifikacijskom sustavu biofarmaceutika (engl. Biopharmaceutical
classification system, BCS), ciprofloksacin pripada u skupinu IV koju karakterizira niska
topljivost u vodi i slaba permeabilnost. Literaturni podaci pokazuju kako je topljivost
ciprofloksacina u vodi oko 0,067 mg mL™ pri pH 7,5 i 25 °C. Topljivost ciprofloksacina ovisna
pri neutralnom pH topljivost vrlo niska (Caco i sur., 2008). Obzirom da se ciprofloksacin moZze
primjenjivati oralno, dermalno 1 intravenozno, odnosno terapija se moze provoditi lokalno 1
sistemski, ciprofloksacin se nalazi u razli¢itim farmaceutskim oblicima, od filmom obloZenih
tableta, oralnih suspenzija do otopina za intravenoznu primjenu. Unato¢ razli¢itim nacinima
terapijske primjene ciprofloksacina, istrazivanja pokazuju kako je njegova biodostupnost 56-
77 % (Olivera i sur., 2011).

Najve¢i izazov farmaceutske industrije je poboljSanje topljivosti 1 permeabilnosti
postoje¢ih API-ja i molekula u razvoju. Stoga su znanstvenici tijekom godina istrazivali
razli¢ite modele i metode kako poboljsati topljivost i permeabilnost ciprofloksacina. Jedna od
najcesSce koristenih strategija je razvoj filmom oblozenih tableta u kojima je ciprofloksacin

prisutan u obliku hidrokloridne soli. Zbog prisutnosti hidrokloridne skupine dolazi do
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protoniranja amino skupine unutar molekule ciprofloksacina te nastanka CI™ iona. Posljedica
toga je jacanje ionskih i vodikovih veza izmedu molekule vode i molekule ciprofloksacina te
povecana topljivost. Analizom literature vidljivo je kako je topljivost formulacije
ciprofloksacin:HCI u vodi oko 30 mg mL™, $to je gotovo 500 puta vise od topljivosti &istog
ciprofloksacina u vodi (Varanda i sur., 2006; Caco 1 sur., 2008). Sljede¢i pristup u poboljSanju
topljivosti ciprofloksacina je koriStenje nanovlakana kao transportnih nosaca. Nanocestice su
strukture koje imaju veliki odnos povr$ine naspram volumena $to omogucava da velika koli¢ina
lijeka dode u kontakt s medijem koji ga okruzuje. Na taj nacin dolazi do povecanja brzine
otapanja $to dovodi do povecanja topljivosti 1 permeabilnosti. Trenutno se provode razlicita
istrazivanja u kojima se pokuSava razviti formulacija ciprofloksacina u sklopu nanocestica.

U radu koji su objavili Uhljar i sur. (2021) razvijena je formulacija u kojoj je
ciprofloksacin imobiliziran nanovlaknima na bazi polimera polivinil-pirolidona (PVP) za
potencijalnu per os primjenu. PVP je biokompatibilni polimer dobro topljiv u vodi, stoga ne
predstavlja prepreku u potencijalnoj klini¢koj primjeni ovakve formulacije. Dobiveni rezultati
pokazuju kako je inkorporacijom ciprofloksacina u PVP nanovlakna topljivost u vodi pove¢ana
12 puta, dok je topljivost u PBS puferu povecana 6,4 puta u odnosu na topljivost slobodnog
ciprofloksacina u navedenim otapalima. Inkorporacija ciprofloksacina u PVP nanovlakna
omogucila je poboljsanje fizikalno-kemijskih svojstava API-ja, $to dovodi do zakljucka kako
bi ovakva tehnologija u budué¢nosti mogla omoguciti razvoj formulacije koja ¢e imati svoju
klini¢ku primjenu. Ashtiani i sur. (2021) objavili su rad u kojem su razvili sustav nanocestica
temeljenih na biopolimeru kitozanu te cijanokobalaminu, unutar kojih je inkorporiran
ciprofloksacin, ¢ime je poboljSana njegova biodostupnost i omoguéeno je kontrolirano
otpustanje lijeka.

Osim za oralnu primjenu, ciprofloksacin postoji i u oblicima koji se koriste za dermalnu
upotrebu, odnosno lijeCenje koZnih bakterijskih infekcija. Zbog slabe dermalne apsorpcije
lijeka tesko je postici terapeutsku koncentraciju aktivne farmaceutske tvari na ciljnom mjestu
djelovanja. Kao vrlo obecavajuci pristup poboljSanja biodostupnosti lijekova za dermalnu
primjenu, razvijeni su razli¢iti transportni sustavi koji se temelje na lipidnim vezikulama. Takav
sustav je pogodan zato $to je biokompatibilan, odnosno nije toksi¢an, a mogucéa je inkorporacija
hidrofilnih i hidrofobnih API-ja zbog amfipatskih svojstava fosfolipida. Susanta i sur. (2021)
razvili su formulaciju koju ¢ine liposomi formirani od fosfatidilkolina i kolesterola unutar kojih
je inkorporiran ciprofloksacin. Inkorporacijom liposoma u hidrogel matrice povecana je
viskoznost, §to utje¢e na povecano vrijeme zadrzavanja na mjestu djelovanja. lako do sada

takva formulacija nije pronasla klinicku primjenu, ciprofloksacin u obliku liposomalnog
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hidrogela ima poboljSanu permeabilnost kroz epitel koze te povecanu biodostupnost lijeka na
mjestu djelovanja.

Fizikalno-kemijske karakteristike topljivosti i permeabilnosti APl-ja utjeCu na
farmakokinetiku i farmakodinamiku lijeka. Oralna biodostupnost je vazan farmakokineticki
parametar, a izrazava se kao frakcija ukupne primijenjene doze koja dospije u sistemsku krvnu
cirkulaciju. Ona ovisi o brzini topljivosti u vodenom mediju dok intestinalna permeabilnost
ovisi o topljivosti lijeka u lipidima, odnosno o razini lipofilnosti API-ja, stoga je za efikasnu
apsorpciju nuzna dinamicka ravnoteza (Lipinski i sur., 2001). Snazne intermolekularne Van der
Waalsove i vodikove veze omogucéuju gusto pakiranje molekula ciprofloksacina u Kristalnu
strukturu, a to utjece na smanjenje topljivosti u vodenom mediju. Jedan od pristupa povecanja
topljivosti ciprofloksacina je sinteza derivata ¢iji je cilj desrupcija kristalne reSetke
ciprofloksacina kako bi se postigla fleksibilnija molekularna struktura i time potencijalno
dovelo do povecanja topljivosti u vodenom mediju. Assali 1 sur. (2016) objavili su istraZivanje
u kojem su unaprijedili farmakokinetiku ciprofloksacina razvojem API-ja u obliku prolijeka.
Strategija se temelji na sintezi prolijeka, ¢ija ¢e aktivacija biti potaknuta enzimskim putem
nakon unosa u organizam. Sintetizirani prolijek sadrzi derivate etilen-glikola povezane
esterskom vezom s molekulom ciprofloksacina. Hidrolizom esterske veze, pomocu prirodno
prisutnih esteraza, u organizmu se oslobada i aktivira ciprofloksacin. Rezultati su pokazali
povecanu topljivost kod sva tri derivata u odnosu na slobodni ciprofloksacin, a osim topljivosti
doslo je do povecanja antimikrobne aktivnosti prema Gram-pozitivnim i Gram-negativnim
bakterijama.

Iz navedenih primjera vidljivo je kako se proteklih godina razvijaju razliite strategije
poboljsanja fizikalno-kemijskih svojstava ciprofloksacina, prvenstveno topljivosti i
permeabilnosti kako bi se utjecalo na poboljsanje biodostupnosti ovog lijeka. U ovom radu
primijenjen je relativno novi pristup koriStenja prirodnih niskotemperaturnih eutektickih
otapala za razvoj terapeutskog API-DES sustava, s ciljem poboljSanja navedenih svojstava, uz

istovremeno zadrzavanje stabilnosti i antimikrobnog djelovanja ciprofloksacina.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

3.1.1. Aktivna farmaceutska tvar
U ovom diplomskom radu kao API koristen je antibiotik ciprofloksacin, 98 %, Sigma-Aldrich,

St.Louis, SAD.
3.1.2. Kemikalije

» Acetonitril, >99.9 %, Honeywell, Riedel-de Haen, Njemacka

» Deionizirana voda

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

« DMSO (dimetilsulfoksid), Kemika, Zagreb, Hrvatska

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

* 96 % etilni alkohol (etanol), Kefo, Ljubljana, Slovenija

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

» Glicerol, Kemika, Zagreb, Hrvatska

« Lecitin, Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD

« Limunska kiselina monohidrat, p.a., T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska

» L-a-fosfatidilkolin, Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD

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

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

» Oktanska kiselina, Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD

» PBS pufer, GIBCO Invitrogen Corporation, Auckland, Novi Zeland

« Timol, 99 %, Acros Organics, New Yersey, SAD

« Tripan plavo, Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD

* 0,25 % Tripsin-EDTA, GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley, UK

Kemikalije koriStene u ovom radu su analiticke Cistoce te su primjerene za provodenje
HPLC analiza, a voda koriStena za pripremu niskotemperaturnih eutektickih otapala je

destilirana i deionizirana.
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3.1.3. Prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala

U sklopu ovog rada koriStena su tri prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala:
timol:oktanska kiselina (Ty:C8), limunska Kkiselina:glukoza (CA:Glc) i glicerol:glukoza
(Gly:Glc). NADES-i su pripremljeni u Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i

biotransformacije PBF-a.

3.1.4. Stani¢na linija Caco-2

U ovom radu koristena je Caco-2 stani¢na linija za ispitivanje bioloske aktivnosti
prirodnog niskotemperaturnog eutektickog otapala timol:oktanska kiselina i1 API-DES sustava
baziranog na istom eutektickom otapalu, koji kao komponentu sadrzi antibiotik ciprofloksacin.
S obzirom da ispitujemo utjecaj API-ja koji se unosi oralno, stani¢na linija Caco-2 primjereni
je izbor jer vrlo u¢inkovito imitira intestinalni epitel. Caco-2 (Cancer coli-2) je stani¢na linija
uspostavljena 1970-ih, a izolirao ju je znanstvenik Jurgen Fogh iz humanog kolorektalnog
adenokarcinoma. Tijekom rasta Caco-2 stanice prolaze proces proliferacije i diferencijacije, pri
¢emu zbog svojih morfoloskih karakteristika postaju vrlo sli¢ne enterocitima, odnosno
epitelnim stanicama tankog crijeva (Lea, 2015). Caco-2 stanice eksprimiraju vec¢inu receptora,
transportera 1 metaboliziraju¢ih enzima koji su prisutni u intestinalnom epitelu organizma.
Proucavanjem Caco-2 stani¢ne linije znanstvenici su uvidjeli kako postoji korelacija izmedu
permeabilnosti lijekova kroz monosloj Caco-2 stanica i permeabilnosti lijekova kroz humanu
intestinalnu mukozu. Stoga je Caco-2 stani¢na linija predlozena kao prediktivni model oralne
apsorpcije lijekova kod ljudi (Van Breemen i Li, 2005). Tijekom posljednja dva desetljeca
zabiljezen je znacajan porast koriStenja Caco-2 stani¢ne linije u ,,in vitro screeningu®
farmaceutskih tvari kojim se ispituje intestinalna apsorpcija, transport i metabolizam tvari. U
sklopu ovog rada, navedena stani¢na linija koriStena je samo za ispitivanje bioloskog utjecaja,

odnosno odredivanja toksikoloskog profila NADES-a i API-DES formulacije.

3.1.5. Uredaji i oprema

* Analiticka vaga, BAS 31 plus, BOECO, Njemacka

* Analiticki HPLC uredaj, 1260 Infinity II, Agilent Infinitylab, SAD
« Centrifuga mrc, MRC- Laboratory Equipment & Instruments, Izrael
« Citad ploc¢a, Tecan, Mannedorf, Svicarska

* Homogenizator s regulacijom temperature, Eppendorf ThermoMixer C, Njemacka
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* Hladnjak (4 °C), Gorenje, Slovenija

» Komora za sterilni rad, Kambic, Slovenija

» Laboratorijski pribor (mikropipete, nastavci za mikropipete, Petrijeve zdjelice,
laboratorijsko posude)

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

» Neubauer komorica za brojanje stanica, Reichert, NY, SAD

» Petrijeve zdjelice za uzgoj stanica, Thermo Fisher Scientific, Drive Rochester, NY,
SAD

* Ploce s 96 jazica, Corning, SAD

* Ploce s 96-akceptorskih/donorskih jazica s filterima, MerckMilipore, SAD

» Svjetlosni mikroskop, Zeiss, Njemacka

3.1.6. Softverski programi za obradu podataka

« COSMOtherm

* Microsoft Excel

3.2. METODE RADA

3.2.1. Primjena programa COSMOtherm za procjenu topljivosti antibiotika ciprofloksacina u

prirodnim niskotemperaturnim eutekti¢kim otapalima

Odabir najpogodnijeg NADES-a za odredeni reakcijski sustav ili terapeutsku
formulaciju u poCecima se temeljio na empirijskom pristupu pokusaja 1 pogreSaka, Sto Cesto
dovodi do povecanja troskova materijala i kemikalija, ali i gubitka vremena. Sistematsko
istrazivanje u kojem bi se utvrdio odnos strukture i svojstava NADES-a primjenom
odgovarajuc¢ih matemati¢kih modela te razvoj prediktivnog modela za dizajniranje THEDES-a
s optimalnim svojstvima topljivosti i bioraspolozivosti API-ija, omogucio bi brzu primjenu
takvih formulacija u industrijskim procesima. Cilj ovog rada bio je pravilnim odabirom
NADES-a pripremiti formulaciju aktivne farmaceutske tvari ciprofloksacina, u cilju povecanja
njegove topljivosti i permeabilnosti, §to je klju¢no u postizanju bolje biodostupnosti. Prirodna
niskotemperaturna eutekticka otapala koriStena za predikciju topljivosti, prethodno su
pripremljena i okarakterizirana u Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i

biotransformacije na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu. Kako bi se smanjila potreba za
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eksperimentalnim radom, odnosno ispitivanjem topljivosti API-ja u svakom pojedina¢nom
eutektickom otapalu, koristen je racunalni softver COSMO-RS. Model COSMO-RS (engl.
Conductor-like Screening Model for Real Solvents) koristi se za racunalno predvidanje
eutekticke tocke i topljivosti komponenata u eutektickom otapalu, a njegovom primjenom
dolazi do viSestruke ustede vremena, ali 1 laboratorijskih materijala i opreme potrebne za
eksperimentalno odredivanje. Ovaj model razvio je znanstvenik Andreas Klamt za potrebe
farmaceutske tvrtke Bayer AG, tijekom godina model je unaprjedivan, a danas se smatra jednim
od najtocnijih racunalnih modela za predvidanje topljivosti.

Model se temelji na kvantno-mehani¢kim metodama pomocu kojih se moze izracunati
prostorna raspodjela elektricnog naboja molekula otapala i1 otopljene tvari, a posljedi¢no se
moze iskazati povrSinska raspodjela naboja. Ukupna povrSinska energija medudjelovanja
molekula otapala i otopljene tvari moZze se odrediti pomoc¢u metoda statisticke termodinamike
kao vrijednost kemijskog potencijala, iz ¢ega se moze procijeniti topljivost tvari u otapalu
(Klamt i sur., 1998). Prvi korak ovog modela je konstrukcija molekule za koju se provodi
prora¢un na na¢in da molekula bude optimalne geometrije, odnosno u stanju minimalne
energije, a konstrukcija je omogucena koriStenjem programskog softvera TMoleX. Molekula
je karakterizirana optimalnom geometrijom te volumnom i povrSinskom raspodjelom
elektricnog naboja $to zajedno Cini tzv. o-profil. Ova se geometrija u pravilu razlikuje od
geometrije u plinskom stanju, a iako su ovakvi proracuni vremenski zahtjevni, provode se samo
jednom te se pohranjuju kao izlazna datoteka COSMO-proracuna, tzv. o-profil. Pomoc¢u
programskog paketa COSMOtherm o-profili se statistiCko-termodinami¢kim prorac¢unima
prevode u o-potencijale i odgovarajuce kemijske potencijale, a zatim se izraCunavaju izvedena
svojstva. Kako bi se predvidjela topljivost API-ja u otapalu, u COSMOtherm program unosi se
.cosmo datoteka ciprofloksacina te molekule ispitivanog otapala. Datoteke se mogu unijeti
opcijom From database, pri ¢emu se koriste molekule dostupne u prethodno pripremljenoj bazi
podataka, ili opcijom From File, prilikom koje se koriste molekule optimirane u programu
TmoleX. U softveru COSMOtherm nakon unosa datoteke molekule ¢ija se topljivost Zeli
ispitati te unosa molekule otapala, potrebno je definirati temperaturu pri kojoj se ispituje
topljivost te sastav smjese, odnosno udio akceptora vodikove veze (engl. Hydrogen Bond
Acceptor, HBA), donora vodikove veze (engl. Hydrogen Bond Donor, HBD) te ispitivane tvari.
Kao rezultat proracuna dobije se logaritam koeficijenta aktivnosti, In (y), koji govori o
topljivosti ispitivanog spoja u ispitivanom otapalu. Ve¢i koeficijent aktivnosti tvari znaci
njezinu manju topljivost u promatranom otapalu. Shematski prikaz dijagrama toka prora¢una

prikazan je naslici 7.
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1. Konstrukcija 2. Kvantno- 3. Optimizacija 4. Pohrana

strukturne formule | —»| mehanicki COSMO |—» geometrije — molekule u
molekule proraéuni molekule bazu podataka
N4
7. Rezultati: topljivost, 6. Statisticko- 5. o-profil komponenti
kemijski potencijal termodinamicki karakteriziran
komponenata, ravnotezni < proracuni, c- volumnom i
tlak pare, koeficijent potencijali povriinskom
aktivnosti komponenata i smjese raspodjelom naboja

Slika 7. Shematski prikaz dijagrama toka proracuna, unutar programa TMoleX i
COSMOtherm

Osim za predvidanje topljivosti kljuénih komponenata u NADES-u, COSMO-RS model
koristi se i za predvidanje drugih termodinamickih i fizikalno-kemijskih svojstava otapala,
poput koeficijenta aktivnosti, ravnoteznoga tlaka para, koeficijenta raspodjele. Razvojem novih
sustava poput prirodnih niskotemperaturnih eutektickih otapala i ionskih kapljevina, COSMO-
RS pokazao se korisnim u modeliranju termodinamicke ravnoteZe takvih sustava. U ovom radu
koriSten je programski paket BIOVIA COSMOtherm 2020 Version 20.0.0 kako bi se

predvidjela topljivost API-ja ciprofloksacina u odabranim NADES-ima.

3.2.2. Priprema prirodnih niskotemperaturnih eutekti¢kih otapala

Upotrebom softverskog programa COSMO-RS za predvidanje topljivosti aktivne
farmaceutske tvari ciprofloksacina u prirodnim niskotemperaturnim eutekti¢kim otapalima, kao
rezultat odabrana su tri NADES-a s najnizim koeficijentom aktivnosti za koje se smatra da ¢e
topljivost API-ja ciprofloksacina u tim otapalima biti najveca. Nakon provedene racunalne
analize bilo je potrebno pripremiti odabrana prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala,
prikazana u tablici 2.

Tablica 2. Prirodna niskotemperaturna eutekti¢ka otapala koristena u ovom radu

NADES Kratica Molarni omjer Udio vode
Timol:oktanska kiselina Ty:C8 1:3 0 %
Limunska kiselina:glukoza CA:Glc 1:1 10 %
Glicerol:glukoza Gly:Glc 2:1 10 %

Priprema niskotemperaturnih eutektickih otapala provedena je na nacin da je u tikvicu

s okruglim dnom dodana prethodno izracunata masa, odnosno volumen komponenata, ovisno
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o zadanim molarnim omjerima, te je dodan odgovaraju¢i volumen vode. NADES Ty:C8 je
hidrofobnog karaktera te za njegovu pripremu nije potreban dodatak vode, dok je za uspjesnu
pripremu druga dva NADES-a potrebno dodati 10 % (v/v) deionizirane vode. U tikvicu je dodan
magnet za mijeSanje te je tikvica sa smjesom stavljena na elektromagnetsku mijesalicu. Tikvica
je mijesana pri temperaturi od 50 °C tijekom 2 sata dok nije dobivena bezbojna, homogena 1

prozirna tekucina bez mirisa.

3.2.3. Eksperimentalno odredivanje topljivosti ciprofloksacina u prirodnim

niskotemperaturnim eutekti¢kim otapalima

Postupak odredivanja topljivosti ciprofloksacina u referentnom otapalu, odnosno
odgovaraju¢em NADES-u, proveden je prema metodi opisanoj u radu koji su objavili
Palmelund i sur. (2019). Kako bi se ispitala topljivost ciprofloksacina u konvencionalnom
otapalu (voda uz dodatak 2 % 36 % HCI-a) i prirodnim niskotemperaturnim eutekti¢kim
otapalima u kojima je predvidena najveca topljivost antibiotika, u Eppendorf kivetu dodano je
po 100 pL svakog NADES-a i 4 mg ispitivane tvari, odnosno ciprofloksacina u praSkastom
obliku. Smjesa je stavljena na homogenizator koji ima mogucnost regulacije temperature
prilikom mijesanja. S obzirom da je topljivost API-ja u eutektickom otapalu timol:oktanska
kiselina veéa od 40 mg mL™, §to je vidljivo po odsutnosti taloga u Kiveti, aktivna tvar je
dodavana sve do postizanja prezasi¢ene otopine, Sto je vidljivo po prisutnosti taloga u kiveti.
Takva smjesta stavljena je na homogenizator na 25 °C tijekom 24 h. Nakon proteklog vremena
kivete su stavljene na centrifugu pri 11400 rpm tijekom 10 min, kako bi doslo do odvajanja
supernatanta od taloga. Koncentracija ciprofloksacina, odnosno maksimalna postignuta
topljivost ciprofloksacina, odredena je primjenom tekucinske kromatografije visoke

djelotvornosti s UV detektorom.

3.2.3.1. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

Supernatant je nakon odvajanja od taloga razrijeden 100 puta vodom te je volumen od
150 pL stavljen u vijale kako bi se provela kromatografska analiza. Prethodnim razvojem
kromatografske metode za razdvajanje i detekciju APIl-ja ciprofloksacina odredeno je kako
mobilnu fazu ¢ine A: 0,1 % otopina klorovodi¢ne kiseline u vodi i B: 80 % acetonitril.
Kromatografska analiza:
Kromatografski uvjeti:
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* Kolona: AgilentProshell 120 2,1 x 150mm

* Pokretna faza: A- 0,1 % otopina klorovodi¢ne kiseline u vodi
B- 80 % acetonitril

* Eluiranje: izokratsko — 84 % otapala A i 16 % B

* Injektirani volumen: 5 uL

* Temperatura injektiranja: 25 °C

* Protok: 0,35 mL min™

» Temperatura kolone: 25 °C

* Vrijeme analize: 7 min

* Detektor;: DAD

Nakon zavrSene kromatografske analize provedena je identifikacija i kvantifikacija
kromatograma ciprofloksacina pri 280 nm. Usporedbom vremena zadrZavanja razdvojenih
spojeva (Rt) s vremenima zadrzavanja standarda te usporedbom UV spektara potvrdeno je da
je u uzorku prisutan API ciprofloksacin. Na slici 8 prikazan je tipi¢ni kromatogram
ciprofloksacina u prirodnom niskotemperaturnom eutektickom otapalu Ty:C8, a retencijsko
vrijeme ciprofloksacina pri navedenim uvjetima kromatografske analize je 6.5 min.

DAD1A,Sig=280,4 Ref=360,100 DAD1B,Sig=210,4 Ref=360,100 DAD1C,Sig=300,4 Ref=360,100

gl

5004 j \ o
0 = 4\ A2
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Time [min]

Slika 8. Kromatogram ciprofloksacina u NADES-u Ty:C8

Koristenjem metode vanjskog standarda ciprofloksacina provedena je kvantifikacija
analiziranih spojeva. Prethodno je potrebno napraviti bazdarni pravac na nacin da su u
odabranom NADES-u otopljene to¢no odredene mase ciprofloksacina, ¢ime su priredene
standardne otopine poznatih koncentracija, u rasponu od 0,0125 mg mL* do 1 mg mL™.
Otopine standarda analizirane su HPLC metodom te su povrsine pikova i masene koncentracije
postavljene kao ovisne veli¢ine, ¢ime je konstruiran bazdarni pravac. Pomocu jednadzbe pravca

izraCunata je koncentracija otopljenog ciprofloksacina u tri odabrana NADES-a.
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3.2.4. Odredivanje stabilnosti formulacije ciprofloksacina u prirodnim niskotemperaturnim
eutektickim otapalima

Osim poboljsane topljivosti vrlo je vazna stabilnost aktivne farmaceutske tvari u
prirodnom niskotemperaturnom eutektickom otapalu. Ukoliko dode do razgradnje, odnosno
raspada API-ja prouzrokovanog utjecajem NADES-a, do¢i ¢e do gubitka terapeutskog
djelovanja lijeka. Stabilnost antibiotika ciprofloksacina ispitana je u referentnom otapalu (voda
s 2 % 36 % HCl-a) te u NADES-ima u kojima je prethodno potvrdena najbolja topljivost
djelatne tvari. Stabilnost je pracena na sobnoj temperaturi od 25 °C te na temperaturi od 4 °C
kroz vremenski period od 35 dana. U odredenim vremenskim intervalima provedena je
kromatografska analiza uzoraka prema prethodno opisanoj metodi u poglavlju #3.2.3.1.
Rezultat stabilnosti prikazan je kao graf ovisnosti omjera apsorbancije (izmjerene na odredeni
dan i apsorbancije izmjerene prvog dana pracenja stabilnosti, A/Ag) 0 vremenu u kojem je

stabilnost pracena.

3.2.5. In vitro bioloska aktivnost formulacije ciprofloksacina u niskotemperaturnom

eutektickom otapalu Ty:C8 na Caco-2 stani¢noj liniji

Za potrebu provodenja in vitro testiranja pripravljene formulacije ciprofloksacina na
stanicama, provedena je kultivacija Caco-2 stani¢ne linije. Caco-2 stanice ¢uvaju se u mediju
za zamrzavanje na temperaturi -70 °C. Ampula sa stanicama uroni se u vodenu kupelj
temperiranu na 37 °C kako bi se stanice odmrznule nakon cega je potrebno provesti
centrifugiranje pri 1000 okretaja min kako bi uklonili medij za zamrzavanje prisutan u
supernatantu. Talog sa stanicama se resuspendira u svjezem mediju za uzgoj uz dodatak 10 %
(v/v) FBS. Uzgoj stanica provodi se u T-bocama ili Petrijevim zdjelicama, u inkubatoru s
kontroliranom atmosferom koja sadrzi 5 % CO2 i 95 % zraka, na temperaturi od 37 °C. Brojnost
stanica, morfologija te adhezija za podlogu kontrolira se pod inverznim mikroskopom. Stanice
je potrebno precjepljivati svakih nekoliko dana kako ne bi doslo do prerastanja podloge te kako
bi se stanice odrZale u eksponencijalnoj fazi rasta. Prilikom pasaZiranja potrebno je ukloniti
stari medij u kojem se nalaze produkti metabolizma koji mogu narusiti pH stanica te nadopuniti
svjezim medijem za uzgoj. Tijekom rasta Caco-2 stanica dolazi do njihove spontane
diferencijacije u stanice vrlo sli¢ne enterocitima, odnosno epitelnim stanicama tankog crijeva

(slika 9).
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Slika 9. Shematski prikaz rasta, postizanja konfluentnog sloja te spontane diferencijacije
Caco-2 stanica (Lea, 2015)

3.2.5.1. Odredivanje broja stanica metodom tripan-plavo

Nakon §to se ukloni hranjivi medij iz posude u kojoj je provodena kultivacija stanica,
dodaje se 1 mL prethodno zagrijane otopine tripsina. Stanice se vraaju u termostatirani
inkubator na nekoliko minuta kako bi doslo do tripsinizacije, odnosno odvajanja stanica od
podloge. Proces odvajanja provjerava se pod inverznim mikroskopom, a kada se stanice
zaokruze dodaje se medij sa serumom koji zaustavlja djelovanje tripsina jer sadrzi inhibitore
proteaza. Stanice se zatim dobro resuspendiraju te se izuzme alikvot suspenzije stanica (10 pL)
koji se pomijesa s bojom tripan plavo (10 pL). Volumen od 10 pL nanosi se u Neubauerovu
komoricu za brojanje koja se sastoji od Cetiri velika kvadrata, a unutar svakog se nalazi po 16
malih kvadrata. Ukupan broj stanica racuna se iz navedenog izraza:

Broj stanica mL™ suspenzije = zbroj stanica u &etiri velika kvadrata X 5000 [1]

3.2.5.2. Ispitivanje bioloske aktivnosti primjenom Caco-2 stanicne linije pomocu MTS metode

Stanice su tripsinizirane u eksponencijalnoj fazi rasta, odreden je broj stanica po mL
kori$tenjem metode tripan-plavo te su Caco-2 stanice nacijepljene u plocu s 96 jazica u pocetnoj
koncentraciji 3x10% a u svaku jaZicu je dodano 100 pL suspenzije stanica. Radunalnim
predvidanjem te eksperimentalnom provjerom utvrdeno je kako je najveca topljivost
ispitivanog API-ja ciprofloksacina postignuta u NADES-u timol:oktanska kiselina, molarnog
omjera 1:3. Stoga su pripremljene standardne otopine ciprofloksacina u navedenom otapalu u
rasponu koncentracija od 0,1 mg mL* do 50 mg mL™. Nakon 24 h od nacjepljivanja u jaZice,
stanice su tretirane API-DES formulacijama razlicitih koncentracija. Osim formulacije, stanice
su tretirane i odredenim volumnim udjelima ¢istog NADES-a bez aktivne farmaceutske tvari.
Kontrolne jazice nisu tretirane, a za svaku koncentraciju formulacije postavljene su Cetiri

paralele. Stanice su vracene na inkubaciju na 37 °C tijekom 72 sata, nakon ¢ega je odreden
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ucinak formulacija API-DES i ¢istog NADES-a na stanice primjenom MTS metode. MTS je
kolorimetrijska metoda koja se koristi za analizu citotoksi¢nosti spojeva te odredivanje
antitijela koja inhibiraju rast. Temelji se na sposobnosti zivih stanica da reduciraju MTS reagens
koji se sastoji od tetrazolijeve soli MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-
2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolij] i PES [fenazinetosulfat]. U zivim stanicama MTS se reducira
pomocu mitohondrijskih dehidrogenaza u ljubicasto obojeni produkt formazan koji je topljiv u
stanicnom mediju. U reakciji sudjeluje koenzim NADPH ili NADH koji se djelovanjem
dehidrogenaze oksidira u NADP+ ili NAD+. Struktura MTS reagensa i produkt formazan
prikazani su na slici 10.

OCH,COOH

3 OCH,COOH
/@,SOJ Enzim dehidrogenaza 0305
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N NN
N:No [ :) - H
N
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MTS Formazan

Slika 10. Struktura reagensa MTS i reduciranog produkta formazana (prema Kuete i sur.,
2017)

Nakon 72 sata inkubacije stanica uklonjen je medij s ispitivanom tvari te je u svaku
jazicu dodano po 100 pL svjeZzeg medija s MTS reagensom (10 % v/v). Ploca s jazicama je
vra¢ena na inkubaciju sljedeca 4 sata. Apsorbancija se odreduje pomocu Citaca mikrotitarskih
plocica na valnoj duljini od 490 nm, pri ¢emu je vrijednost apsorbancije proporcionalna koli¢ini
nastalog formazana, odnosno broju Zivih stanica u jaZici. PrezZivljenje stanica izraZzava se kao

postotak omjera apsorbancije tretiranih stanica i kontrole, a ratuna se prema navedenom izrazu:

v 1 . . srednja vrijednost A490 tretiranih stanica
pT'eZlUl] enje stanica =

— x 100 [2]
srednja vrijednost A490 kontrole
3.2.6. Odredivanje permeabilnosti lijekova primjenom umjetnih membrana (PAMPA test)

Permeabilnost lijeka je svojstvo koje opisuje apsorpciju aktivne tvari kroz membranu,
odnosno postotak prijenosa mase aktivne tvari kroz membranski fosfolipidni dvosloj. Jedna od
najéesce koristenih metoda za in vitro screening permeabilnosti molekula u ranoj fazi razvoja

je PAMPA test. Metoda se temelji na imitaciji stanicne membrane pomocu razlicitih filtera s
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lipidima, ¢ime se Zele oponasati in vivo uvjeti, a transport molekula kroz umjetne membrane
odvija se pasivnom difuzijom.

U sklopu ovog rada proveden je klasicni PAMPA test prema dostupnoj znanstvenoj
literaturi, a u svrhu ispitivanja permeabilnosti API-ja ciprofloksacina u referentnom otapalu i
dobivenim formulacijama API-DES. Kao nosa¢ se koriste umjetne membrane u donorskim

jazicama u kombinaciji s akceptorskom plo¢om s 96 jazica, Sto je prikazano na slici 11.

Donorska ploca
S membranom

Slika 11. Shematski prikaz sustava plo¢a za provedbu PAMPA testa (Creative Bioarray,
2021)

Metoda je provedena na nacin da je na filtere u svaku jazicu donorske plo¢e nanesena
otopina L-fosfatidilkolina u n-dodekanu (1 % m/v) te je ostavljeno tijekom 24 sata da se osusi.
Akceptorska ploca je prethodno napunjena s 300 uL pufera (PBS, pH = 7,4), a potom je
donorska ploca postavljena na akceptorsku, pri ¢emu je dno membrane u kontaktu s puferom u
akceptorskoj jaZici. Zatim je u svaku jazicu donorske plo¢e dodano 150 uL otopine formulacije
(Ty:C8:Cip), 150 pL formulacije razrijedene 1:1 s 10 % (v/v) DMSO u PBS-u, 150 uL Cistog
API-ja ciprofloksacina otopljenog u 20 % (v/v) DMSO u PBS-u te 150 pL ¢istog DES-a Ty:C8.
Ciprofloksacin u navedenim otapalima iz donorske jazice pasivnom difuzijom prolazi umjetnu
membranu i ulazi u akceptorsku jazicu. Svaki uzorak nanesen je u tri paralele. Sustav s plo¢ama
prekriven je plastiénim poklopcem te omotan parafilmom kako bi se sprijecilo isparavanje.
Inkubiran je 24 sata uz lagano mijesanje na tresilici. Nakon inkubacije izmjeren je volumen u
akceptorskoj i donorskoj jazici, a koncentracije API-ja ciprofloksacina u jaZicama akceptorske
ploce, kao i u pocetnim otopinama, odredene su pomocu prethodno opisane HPLC metode za
odredivanje ciprofloksacina. Shematski prikaz provedbe PAMPA testa za odredivanje

permeabilnosti API-ja prikazan je naslici 12.
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Slika 12. Shematski prikaz provedbe PAMPA testa za odredivanje permeabilnosti API-ja
(prema Portsmouth, 2017)

Na temelju odredenih volumena tekucine u akceptorskoj i donorskoj jazici te odredenih
koncentracija APl-ja u istima, a prema formuli [3] i [4] objavljenoj u radu (Nozini¢ i sur., 2010)

odreduje se prividna permeabilnost [nm s™]:

Papp =-C X In (1 — %) x 107 3]

Vpx Va

- (Vp+ V4 )xXpovrsinaxt

[4]

pri emu je Papp prividna permeabilnost [nm s],

[API]a, kraj je koncentracija ispitivane tvari u akceptorskoj jazici na kraju pokusa,

[API]eq je koncentracija ispitivane tvari u teorijskoj ravnoteZi,

Vb je volumen otopine s ispitivanom tvari u donorskoj jazici [em?],

Va je volumen otopine s ispitivanom tvari u akceptorskoj jazici [cm],

povrsina predstavlja aktivnu povr§inu membrane koja je standardizirana veli¢ina 1 iznosi 0,24

cm?, a t predstavlja inkubacijsko vrijeme [s].
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Novi trendovi u farmaceutskoj i kemijskoj industriji nalazu uvodenje principa zelene
kemije u proizvodni proces. Ekoloska i ekonomska odrzivost, visoka u¢inkovitost procesa te
briga za ljudsko zdravlje postali su temelj poslovanja navedenih industrija. U prethodnim
desetlje¢ima nije se pretjerano brinulo o posljedicama prekomjernog iskoriStavanja
neobnovljivih izvora energije te kroni¢nom ucinku pojedinih tvari koje se koriste u kemijskoj i
farmaceutskoj proizvodnji. Razvojem znanosti, posebice u podru¢ju toksikologije i
molekularne biologije, povecala se svijest o u¢inku odredenih tvari, posebice Cesto koriStenih
organskih otapala, na ljudsko zdravlje i1 okoliS$. Jedan od postulata zelene kemije isti¢e vaznost
upotrebe sigurnijih otapala u proizvodnom procesu. Kao potencijalna zamjena za Stetna
organska otapala poput benzena, toluena, heksana, u posljednjim desetlje¢cima intenzivno se
istrazuju prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala.

Jedan od najve¢ih problema farmaceutske industrije je razvoj velikog broja novih
lijekova koji su tesko topljivi u vodi. Slaba topljivost posljedicno dovodi do slabe
permeabilnosti te slabe biodostupnosti lijeka na ciljnom mjestu djelovanja, ¢ime taj lijek ne
moze postic¢i terapeutsko djelovanje i kao takav je smanjene ucinkovitosti. lako znanstvenici
Sirom svijeta svakodnevno razvijaju nove metode i formulacije u cilju poboljSanja navedenih
svojstava, mnoga dostignuca jo$ uvijek nisu usla u klini¢ku primjenu jer su potrebna dodatna
istrazivanja u buducnosti. Posljednje desetlje¢e istrazuju se prirodna niskotemperaturna
eutekticka otapala kao jedno od potencijalnih rjesenja za poboljSanje topljivosti, permeabilnosti
i biodostupnosti API-ja. Formiranjem API-DES sustava, odnosno formulacija unutar koje je
aktivna tvar otopljena u NADES-u, moguce je poboljsati navedena svojstva. S obzirom da se
NADES-i Klasificiraju kao nehlapivi i netoksi¢ni, moguca je klinicka primjena terapeutika u
obliku API-DES sustava.

Ciprofloksacin je aktivna djelatna tvar, odnosno antibiotik koji se koristi za lijecenje
razli¢itih respiratornih, koznih i probavnih bakterijskih infekcija. Pripada drugoj generaciji
fluorokinolonskih antibiotika, a op¢eniti mehanizam djelovanja temelji se na inhibiciji enzima
1z skupine topoizomeraza, tocnije DNA giraze 1 topoizomeraze IV, pri ¢emu dolazi do inhibicije
replikacije, cijepanja DNA i smrti bakterijske stanice. Najveéi problem pri terapijskoj primjeni
ciprofloksacina, kao i vecine lijekova, je njegova slaba topljivost u vodi. Literaturni podaci
pokazuju kako je topljivost istog ciprofloksacina u vodi manja od 0,1 mg mL?, dok je

topljivost u DMSO manja od 1 mg mL™. Stoga je pronalazak alternativnog otapala, koje ée
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osim poboljSanja topljivosti biti 1 ekoloski prihvatljivo te primjereno za ljudsku upotrebu od
velikog interesa.

Cilj ovog diplomskog rada bio je pronaci prirodno niskotemperaturno eutekticko
otapalo u kojem ¢e topljivost ciprofloksacina biti ve¢a nego u referentnom otapalu, odnosno
vodi. Izmedu vise desetaka NADES-a koja su prethodno pripremljena i okarakterizirana u
Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije, pomo¢u racunalnog modela
COSMOtherm za predvidanje topljivosti, odabrana su tri NADES-a u kojima je predvidena
najveca topljivost ciprofloksacina. Zatim su pripremljeni odabrani NADES-i te je
eksperimentalno ispitana topljivost ciprofloksacina u istima primjenom tekuéinske
kromatografije visoke djelotvornosti. Na temelju rezultata odabrana su dva NADES-a u kojima
je postignuta najveca topljivost te su oni koristeni u daljnjem eksperimentu praéenja stabilnosti
ciprofloksacina u NADES-u i referentnom otapalu tijekom mjesec dana na razli¢itim
temperaturama. Nadalje, bilo je potrebno ispitati in vitro biolosku aktivnost C¢istog
ciprofloksacina te dobivenih API-DES formulacija kako bi se istrazilo imaju li dobivene
formulacije potencijalno citotoksi¢no djelovanje ili poticu rast i diferencijaciju stanica. Osim
bioloske aktivnosti na kulturama stanica, bilo je potrebno ispitati antimikrobnu aktivnost
dobivenih API-DES formulacija te usporediti rezultate s antimikrobnom aktivno$cu Cistog
ciprofloksacina na nekoliko razli¢itih bakterijskih sojeva. Ovaj eksperiment proveden je kao
dio zavr$nog rada studentice Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu Mirne Naki¢
(2021). U slucaju naruSavanja antimikrobnog djelovanja ciprofloksacina zbog prisutnosti
NADES-a u formulaciji, daljnja istrazivanja ne bi imala smisla jer je cilj rada bio poboljsanje
topljivosti uz zadrzavanje iste ili povecanje antimikrobne aktivnosti ciprofloksacina. Osim
topljivosti i stabilnosti, vrlo vazan parametar u klasifikaciji svake farmaceutske aktivne tvari je
njegova permeabilnost. Stoga je bilo potrebno ispitati permeabilnost odabranog API-DES
sustava te ju usporediti s permeabilnoséu Cistog ciprofloksacina. U tu svrhu koriSten je
standardizirani PAMPA test koji se temelji na primjeni umjetnih membrana, sastavljenih od

filtera i lipida, a kojima se u in vitro uvjetima oponasaju staniéne membrane.
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4.1, PROCJENA TOPLJIVOSTI CIPROFLOKSACINA U PRIRODNIM
NISKOTEMPERATURNIM EUTEKTICKIM OTAPALIMA PRIMJENOM
PROGRAMA COSMOtherm

Kako bi se smanjila potreba za eksperimentalnim radom, odnosno ispitivanjem
topljivosti APIl-ja u svakom pojedinaénom prirodnom niskotemperaturnom ecutektickom
otapalu, koriSten je racunalni softver COSMO-RS. Odredeni su logaritmi koeficijenta
aktivnosti In(y) koji pokazuju kakva je topljivost ciprofloksacina u odredenom NADES-u. Sto
je negativniji logaritam Kkoeficijenta aktivnosti, to je veca topljivost ciprofloksacina u
ispitivanom NADES-u. U tablici 3 prikazani su NADES-i i molarni odnosi njihovih
komponenata, koji su koriSteni u racunalnoj predikciji topljivosti, a na slici 13 graficki su
prikazani rezultati topljivosti ciprofloksacina u navedenim otapalima dobiveni koristenjem

COSMO-RS sustava za predikciju topljivosti.

Tablica 3. Molarni omjeri komponenti NADES-a koji su koristeni za ispitivanje topljivosti

ciprofloksacina pomoc¢u programa COSMOtherm

NADES MOLARNIOMJER  NADES MOLARNI OMJER

B:CA 1.1 CA:Fru:Gly 1:1:1
B:Glc 1:1 CA:Glc 1:1
B:Gly 1:2 CA:Glc:Gly 1:1:1
B:OxA:Gly 1:2:1 CA:Sor 2:3
B:Ma 1:1 CA:Suc 1:1
B:Ma:Glc 1:1:1 Fru:EG 1:2
B:Ma:Pro 1:1:1 Fru:Glc:U 1:1:2
B:EG 11 Glc:EG 1:2
B:EG 1:2 Glc:Fru 11
B:Arg 1.1 Glc:Fru:EG 1:1:2
B:His 1.1 Gly:Glc 2:1
B:Lys 1.1 Gly:Sol 2:1
B: Xyl 1.1 Ma:Fru 1:1
B:Suc 4:1 Ma:Fru:Gly 1:1:1
ChCI:CA 2:1 Ma:Glc 11
ChCIL:.CA 11 Ma:Glc:Gly 1:1:1
ChCLEG 1:2 Ma:Sor:Gly 1:1:2
ChCLEG 2:1 Ma:Suc 2:1
ChCl:Fru 11 Pro:Glc:Gly 1:1:1
ChCIl:Glc 2:1 Pro:Ma 1:1
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Tablica 3. Molarni omjeri komponenti NADES-a koji su koristeni za ispitivanje topljivosti

ciprofloksacina pomoc¢u programa COSMOtherm- nastavak

ChCI:Glc 11 Suc:EG 1:2
ChCI:Gly 1:2 Suc:Glc:Fru 1:1:1
ChCh:Ma 11 Suc:Glc:U 1:1:2
ChCh:Mal 4:1 Sor:EG 1:2
ChCIl:OxA 1:1 Sol:EG 1:2
ChCl:Pro:Ma 1:1:1 Xyl.EG 1:2
ChCl:Suc 2:1 Me:Cam 1:1
ChCl:Sol 1:1 Me:Cam 4:1
ChCl:Sol 2:3 Me:EU 1:1
ChCl:Sor 1:1 Me:PA 1:1
ChCIl:U 1:2 Me:SA 4:1
ChCIl:U 2:1 Me:C8 11
ChCL:U:EG 1:2:2 Me:C10 11
ChCL:U:Gly 1:2:2 Me:C18:2 11
ChCI: Xyl 2:1 Ty:Cou 3:2
ChCl:Xyol 5:2 Ty:C8 1:3
CA:Fru 1:1 Ty:.C10 1:1
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AKCEPTOR VODIKOVE VEZE (HBA)

B Chcl CA Fru Glc Gly MA Pro Me Ty <-15
CA -10
Fru ]
Glc -
Suc -1,5
Mal -1
aly e 05
OxA
MA
EG
Arg
His
Lys
Xyl
Xyol
Sor
Sol

15

>2

DONOR VODIKOVE VEZE (HBD)

Cam
EU
PA
SA
Cc8
C10
C18:2
Ty
Cou

Slika 13. Graficki prikaz vrijednosti In(y) za ciprofloksacin u odabranim NADES-ima bez
dodatka vode

Popis kratica za komponente otapala navedene u Tablici 3 i na Slici 13: B: betain, BA: benzojeva kiselina, C10:
dekanska kiselina, C8: oktanska kiselina, Ca: kamfor, Ch: kolin klorid, Cit: limunska kiselina, D, L-men: D, L-
mentol, EG: etilenglikol, Fru: fruktoza, Glc: glukoza, Gly: glicerol, L- men: L- mentol, LA: linolna kiselina, Ma:
jabu¢na kiselina, OA: oksalna kiselina, Pro: prolin, Scu: saharoza, Sol: sorbitol, Sor: sorboza, U: urea, Xyl: ksiloza,
Xyol: ksilitol.

Koristenje programa COSMOtherm omogucava suzavanje izbora NADES-a koji ¢e se
koristiti u daljnjem ispitivanju. Vrijednost logaritma koeficijenta aktivnosti In(y) odreduje
razinu topljivosti APl-ja u odredenom NADES-u. Rezultati predikcije koriStenjem softverskog
programa COSMOtherm pokazali su kako je ciprofloksacin potencijalno dobro topljiv u
NADES-ima koji se sastoje od limunske ili jabu¢ne kiseline kao akceptora vodikove veze, i
razlicitih Secera poput glukoze, fruktoze, saharoze, maltoze te sorboze, koji imaju ulogu donora
vodikove veze (HBD). Analiza rezultata pokazuje kako bi ciprofloksacin mogao biti dobro
topljiv i u hidrofobnim NADES-ima poput timola i oktanske kiseline ili timola i kumarina.

Tijekom godina, vecina istraZzivanja topljivosti aktivnih farmaceutskih tvari temeljila se na
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hidrofilnim NADES-ima, dok je koncept hidrofobnog eutektickog otapala predstavljen 2015. u
radu van Oscha i sur., koji su istrazivali DES-ove pripremljene od dekanske kiseline kao donora
te kvarternih amonijevih soli kao akceptora vodikove veze. U narednim godinama sve su ¢es¢a
istrazivanja primjene hidrofobnih NADES-a u razvoju lijekova i drugih terapeutskih
pripravaka. U sklopu ovog rada odabrana su tri prirodna niskotemperaturna eutekti¢na otapala
s vrlo negativnim koeficijentom aktivnosti In(y) S$to ukazuje na potencijalno vrlo dobru
topljivost ciprofloksacina. NADES-i odabrani i koristeni u eksperimentalnoj provjeri topljivosti
su:

* Limunska kiselina: glukoza (CA:Glc) = 1:1, 10 % H20

» Timol: oktanska kiselina (Ty:C8) = 1:3, 0 % H20

* Glicerol: glukoza (Gly:Glc) = 2:1, 10 % H20

Prilikom pripreme NADES-a CA:Glc i Gly:Glc bilo je potrebno dodati 10 % vode jer nije
moguée pripremiti navedena otapala bez prisutnosti vode. Otapalo Ty:C8 je hidrofobnog

karaktera, stoga se njegova priprema provodi bez prisutnosti vode.

4.2. EKSPERIMENTALNA TOPLJIVOST CIPROFLOKSACINA U ODABRANIM
PRIRODNIM NISKOTEMPERATURNIM EUTEKTICKIM OTAPALIMA

Za ucinkovito terapeutsko djelovanje aktivne farmaceutske tvari nuzna je dobra
topljivost kako bi se postigla dovoljno visoka koncentracija API-ja koja omogucuje u¢inak na
ciljnom mjestu djelovanja. Iz literaturnih podataka vidljivo je kako ciprofloksacin ima vrlo
slabu topljivost u vodenom mediju te prema BSC sustavu pripada u klasu IV (slaba topljivost,
slaba permeabilnost). Stoga je cilj rada bio pronaéi alternativno otapalo u kojem ¢e topljivost
ciprofloksacina biti vec¢a od topljivosti u referentnom otapalu, a istovremeno otapalo ne smije
biti toksi¢no, niti smije naruSavati stabilnost i antimikrobnu aktivnost samog API-ja. Nakon
odabira tri NADES-a pomocu softverskog programa COSMOtherm, provedena je
eksperimentalna provjera topljivosti ciprofloksacina u tim otapalima. Tekuéinska
kromatografija visoke djelotvornosti koriStena je za identifikaciju 1 kvantifikaciju, odnosno
odredivanje koncentracije otopljenog ciprofloksacina u NADES-ima. Prethodno je bilo
potrebno konstruirati bazdarni pravac (slika 14) u kojem su povrSine pikova i masene

koncentracije postavljene kao ovisne veliCine.
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Slika 14. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije ciprofloksacina

Pomocu jednadzbe pravca izraCunata je koncentracija otopljenog ciprofloksacina u
odabranom NADES-u, a rezultati provedenog ispitivanja topljivosti prikazani su u tablici 4.
Racunalnim probirom NADES-a te eksperimentalnom potvrdom povecanja topljivosti
ciprofloksacina u odnosu na referentno otapalo, odabran je NADES u kojem je potvrdena
najveca topljivost ciprofloksacina. Odabrani NADES c¢ine timol i oktanska kiselina (Ty:C8) u
molarnom omjeru 1:3, a topljivost API-ja u navedenom NADES-u iznosi 399,6 mg mL™*. U
svim odabranim NADES-ima postignuta je veca topljivost ciprofloksacina u odnosu na
topljivost u vodi, no najznacajnije povecéanje zabiljeZeno je upravo u NADES-u Ty:C8, u kojem
je topljivost 100 i viSe puta bolja nego u preostala dva ispitana NADES-a. Osim toga, ostala
dva NADES-a karakterizira vrlo velika viskoznost, sto otezava primjenu tih NADES-a te
provodenje analiza stabilnosti, permeabilnosti te bioloske aktivnosti. Vazno je istaknuti kako
su rezultati topljivosti dobiveni eksperimentalno u korelaciji s vrijednostima In(y), odnosno
predvidenim rezultatima topljivosti dobivenim COSMOtherm sustavom za predikciju. To je
potvrda vrijednosti i znacaja COSMO-RS racunalnog modela, ¢ijom primjenom je uvelike
smanjeno vrijeme potrebno za probir odgovaraju¢eg NADES-a te financijska i materijalna
sredstva potrebna za odabir najoptimalnijeg otapala. Postignutim rezultatima zadovoljen je
glavni cilj ovog rada, odnosno pronadeno je prirodno niskotemperaturno eutekticko otapalo u
kojem je topljivost ispitivane tvari viSestruko veca od topljivosti te tvari u vodi kao referentnom

otapalu.
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Tablica 4. Rezultati topljivosti ciprofloksacina u NADES-ima
PRIRODNO NISKOTEMPERATURNO TOPLJIVOST CIPROFLOKSACINA

EUTEKTICNO OTAPALO (mg mL™)
CA:Glc 3,627
Gly:Glc 3,509
Ty:C8 399,6

Komponente odabranog NADES-a izolirane su iz prirodnih izvora, a otapalo
karakterizira hidrofobnost, stoga za njegovu pripremu nije potreban dodatak vode. Timol,
odnosno  2-izopropil-5-metilfenol prema IUPAC nomenklaturi, pripada u skupinu
monoterpenskih fenola koji su prisutni u eteriénim uljima biljaka iz porodice Labiateae: Thymus
vulgaris (vrtni timijan, prava maj¢ina dusica) i Origanum vulgare (vranilova trava). Timol je
glavna djelatna tvar navedenih biljaka te ima viSestruku primjenu u humanoj i veterinarskoj
medicini. Timol ima Sirok antimikrobni spektar djelovanja prema Gram-pozitivnim i Gram-
negativnim bakterijama, pri ¢emu se mehanizam djelovanja temelji na blokiranju stani¢nog
disanja inhibicijom enzima koji sudjeluju u procesu respiracije, ¢ime dolazi do smrti bakterije
(Fizur 1 sur., 2017). Timol se koristi za lijeCenje razli¢itih povrsinskih oboljenja koze, za
inhalaciju prilikom respiratornih smetnji te u pripravcima za odrzavanje dentalne higijene.
Osim za humanu upotrebu, farmaceutski pripravci na bazi timola koriste se i u veterinarskoj
medicini za lijecenje razli€itih respiratornih infekcija gornjih diSnih puteva, poput bronhitisa 1
pneumonija. Timol se moZe primjenjivati peroralno, topikalno i inhalatorno, u obliku suhih
ekstrakata 1 Cajeva, ili eteri¢nih ulja koji ulaze u sastav farmaceutskih oblika poput masti i
sirupa. Timol je prirodna tvar, sigurna za upotrebu jer ima GRAS status (engl. Generally
Recognized as Safe), stoga nije potrebno utvrdivati najveée dopustene koncentracije rezidua
ovog spoja. Unato¢ tome, provedeno je vise in vitro i in vivo studija u¢inka timola te je utvrdeno
kako timol ne pokazuje kancerogeni ili mutageni ucinak na stanice (Fizur i sur., 2017).
Oktanska ili kaprilna kiselina je zasi¢ena monokarboksilna ravnolancana kiselina. Bezbojna do
svijetlo zuta teku¢ina neugodnog, uzeglog mirisa. Prirodno je prisutna u mlijeku sisavaca te kao
jedna od komponenti palminog i kokosovog ulja. Prirodni je produkt ljudskog metabolizma, a
nastaje i kao produkt metabolizma E. coli. Kao i timol, oktanska kiselina posjeduje GRAS status
¢ime je klasificirana kao netoksi¢na i sigurna za upotrebu. Istrazivanja su pokazala kako
oktanska kiselina posjeduje antimikrobnu aktivnost prema bakterijama iz roda Streptoccoccus
i Staphylococcus aureus te moze djelovati kao alternativa ili dodatak antibioticima u tretmanu

bakterijskih infekcija kod Zivotinja te na taj nacin smanjiti upotrebu antibiotika prilikom
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proizvodnje hrane (Nair i sur., 2005). Dakle, odabrani NADES timol.oktanska kiselina
zadovoljava nacela zelene kemije u pogledu netoksi¢nosti za zdravlje Covjeka i okolisa,
nezapaljivosti i nehlapljivosti, a istovremeno je topljivost antibiotika u takvom otapalu
stostruko povecana. U prethodnim istrazivanjima pokazano je da pojedine komponente
NADES-a, timol i oktanska kiselina, posjeduju vlastitu antimikrobnu aktivnost, stoga se ne
o¢ekuje naruSavanje antimikrobnog djelovanja ciprofloksacina formiranjem navedenog API-
DES sustava, sto je i potvrdeno u zav§nom radu Naki¢ (2021).

Kao sto je prethodno navedeno, ciprofloksacin je vrlo tesko topljiv u vodi i organskim
otapalima poput etanola i acetona. U radu koji su objavili Caco i sur. (2008) ispitana je topljivost
Cistog ciprofloksacina u vodi, etanolu, acetonu i propan-2-olu pri razli¢itim temperaturama, a

rezultati su prikazani u tablici 5.

Tablica 5. Vrijednosti topljivosti Cistog ciprofloksacina u vodi i razli¢itim organskim
otapalima (prema Caco i sur., 2008)
TOPLJIVOST CIPROFLOKSACINA (mg mL™)
otapalo/temperatura T =293,15K T=303,15K T=313,15K T=323,15K

voda 0,067 0,080 0,120 0,158
etanol 0,046 0,079 0,112 0,185
propan-2-ol 0,055 0,092 0,139 0,176
aceton 0,107 0,164 0,333 0,542

Iz rezultata je vidljivo kako povecanjem temperature dolazi do povecanja topljivosti
APl-ja u svim ispitivanim otapalima, medutim povecanje nije znacajno. Ista skupina
znanstvenika provela je ispitivanje topljivosti ciprofloksacina u obliku hidrokloridne soli
(ciprofloksacin:HCI), u vodi 1 prethodno navedenim organskim otapalima, pri razli¢itim
temperaturama. Formulacijom ciprofloksacina u obliku hidrokloridne soli dolazi do znacajnijeg
povecanja topljivosti u odnosu na topljivost Cistog ciprofloksacina. Najveca je topljivost
postignuta je u vodi (30 mg mLdo 91,5 mg mL™), a vrijednosti rastu poveéanjem temperature,
no maksimalno povecanje postignuto na taj nacin 1 dalje je znatno niZe od topljivosti koja je
ostvarena otapanjem ciprofloksacina u odabranom NADES-u, koji se time pokazao kao zaista

superiorno otapalo za pobolj$anje topljivosti navedenog API-ja.
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4.3. STABILNOST FORMULACIJE CIPROFLOKSACINA U PRIRODNOM
NISKOTEMPERATURNOM EUTEKTICKOM OTAPALU Ty:C8

Stabilnost aktivne farmaceutske tvari jedna je od klju¢nih karakteristika za u€inkovito
terapeutsko djelovanje tvari. Pracenje stabilnosti nuzno je kako bi se ispunile smjernice
propisane od strane WHO-a koje nalazu potvrdu kvalitete aktivne farmaceutske tvari pod
utjecajem okoliSnih Cimbenika (npr. temperatura, svjetlost) tijekom odredenog vremenskog
perioda. Karakteristika ciprofloksacina je dobra stabilnost u vodi, stoga je bilo nuzno ne narusiti
stabilnost tvari formulacijom API-DES sustava. Ispitivanje stabilnosti ciprofloksacina
provedeno je u dva NADES-a u kojima je postignuta najveca topljivost te u referentnom
otapalu, odnosno vodi uz dodatak 2 % (v/v) HCl-a. Stabilnost API-ja pracena je tijekom 35
dana, a uzorci su ¢uvani na sobnoj temperaturi pri 25 °C i u hladnjaku na 4 °C na tamnom
mjestu bez utjecaja svjetlosti. Kako bi empirijski provjerili utjece li formiranje API-DES
sustava na stabilnost ciprofloksacina, mjerena je apsorbancija otopine ciprofloksacina u
navedenim NADES-ima i referentnom otapalu u odredenim vremenskim intervalima. Rezultati
su prikazani na slici 15 i 16 u obliku grafa ovisnosti omjera apsorbancije (mjerene odredeni dan
kad je izuziman uzorak za pracenje stabilnosti I apsorbancije mjerene na pocetku pokusa), o

vremenu unutar kojeg je ispitivanje stabilnosti provedeno.

1 o=—eo—0— —$ ¢ ®
0,95 Ty:C8 25 °C
0,9 Ty:C8 4°C
% 0,85 —8—vodat+HCl 25 °C
voda+HCl 4 °C
0,8
0,75
0,7
0 5 10 15 20 25 30 35 40
t (dani)

Slika 15. Graficki prikaz stabilnosti ciprofloksacina u NADES-u Ty:C8 (1:3) i referentnom
otapalu (H2O+HCI) pri 25 °C i 4 °C tijekom 35 dana
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Slika 16. Grafi¢ki prikaz stabilnosti ciprofloksacina u NADES-u CA:Glc (1:1, 10 % H20) i
referentnom otapalu (H20+HCI) pri 25 °C i 4°C tijekom 35 dana

Analizom rezultata moze se uociti kako formulacijom API-DES sustava ne dolazi do
narus$avanja stabilnosti djelatne tvari u odnosu na stabilnost tvari u referentnom otapalu.
Stabilnost ciprofloksacina u referentnom otapalu (voda uz dodatak 2 % HCI-a) i NADES-u
CA:Glc (1:1, +10 % H20) postojana je tijekom cijelog perioda ispitivanja, na obje temperature,
dok je stabilnost ciprofloksacina u NADES-u Ty:C8 (1:3) neznatno smanjena za ne vise od 5
% u odnosu na pocetnu vrijednost, a nakon vremenskog perioda od 35 dana.

Hubicka i sur. (2008) objavili su rad u kojem su ispitivali stabilnost ciprofloksacina u
vodi uz dodatak HCI-a, tijekom vremenskog perioda od 35 dana, pri temperaturama 22 °C, 50
°C, 90 °C. Pri najniZoj temperaturi u potpunosti je o€uvana stabilnost tijekom cijelog perioda
ispitivanja, dok je pri 50 °C 1 90 °C zabiljeZen minimalni postotak degradacije nakon 96 sati.
Nadalje, Kussmann i suradnici (2019) proveli su ispitivanje stabilnosti ciprofloksacina u pet
razliCitih peritonealnih dijalitickih tekucina koje se koriste prilikom provodenja dijalize, a ¢ini
ih vodena otopina Secera, soli 1 minerala. U svim ispitanim otapalima ciprofloksacin je zadrzao
stabilnost tijekom cijelog perioda ispitivanja (14 dana), pri temperaturama 6 °C 137 °Ckaoiu
vodi kao kontrolnom otapalu. U radu koji su objavili Pedro i sur. (2019) pokazano je kako
odredeni NADES-i osim $to djeluju pozitivno na topljivost aktivne tvari, mogu djelovati
pozitivno i na kemijsku stabilnost istih. Rezultati dobiveni u ovom radu u skladu su s prethodno

provedenim istrazivanjima te dostupnim literaturnim podacima o stabilnosti ciprofloksacina. U
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konacnici mozemo zakljuciti kako je formulacija API-DES sustava kojeg ¢ine ciprofloksacin
kao API te Ty:C8 kao NADES, odli¢an izbor za nastavak istrazivanja jer zadovoljava uvjete

poboljsanja topljivosti API-ja, a pritom ne narusava stabilnost istog.

4.4. IN VITRO BIOLOSKA AKTIVNOST FORMULACIJE CIPROFLOKSACINA U
NISKOTEMPERATURNOM EUTEKTICKOM OTAPALU Ty:C8

Odredivanje in vitro bioloSke aktivnosti pojedine farmaceutske tvari prvi je korak
prilikom razvoja i implementacije iste u klinicka istraZzivanja na pacijentima. lako iz same
definicije NADES-a proizlazi da su prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala nastala iz
prirodnih komponenti a priori netoksi¢na, prilikom njihove primjene nuzno je odrediti
toksikoloski profil svake komponente u in vitro i in vivo uvjetima. U istrazivanju koje su proveli
Hayyan 1 sur. (2013a) pokazano je kako odredena prirodna niskotemperaturna eutekticka
otapala imaju veéu toksi¢nost od vodene otopine pojedinih komponenti otapala. Ovaj
sinergisti¢ki utjecaj eutektickog otapala objasnjen je delokalizacijom naboja do kojeg dolazi
zbog stvaranja vodikovih veza izmedu organske soli i donora vodikove veze. Takvi rezultati
dovode do zakljucka kako nastanak vodikove veze prilikom formiranja eutektickog otapala
utjeCe ne samo na fizikalna svojstva ¢istih komponenti, ve¢ i na kemijsku strukturu spoja
(Hayyan i sur., 2013b). Stoga se pretpostavka o netoksi¢nosti prirodnih eutekti¢kih otapala
pokazala samo djelomi¢no to¢nom te je potrebno provesti detaljnu analizu citotoksi¢nosti
NADES-a/THEDES-a i pojedinih komponenti koje ih ¢ine. Sto se ti¢e bioloske aktivnosti
ciprofloksacina, osim antimikrobnog uéinka, znanstvenici su pokazali kako ovaj antibiotik
moze imati 1 potencijalno anti-tumorsko djelovanje Sto bi se moglo iskoristiti prilikom lije¢enja

razli¢itih oblika karcinoma.

U sklopu ovog rada provedeno je in vitro ispitivanje utjecaja formulacije ciprofloksacina
u NADES-u Ty:C8 i samog NADES-a Ty:C8 na tumorsku stani¢nu liniju Caco-2. Nakon
nacjepljivanja stanica u Petrijeve zdjelice te 24-satne inkubacije, stanice su tretirane prethodno
pripremljenim formulacijama API-DES Ty:C8:Cip u rasponu koncentracija od 0,1 mg mL™ do
50 mg mLL. Formulacije za tretman stanica pripremljene su iz ishodne API-DES formulacije u
kojoj je postignuta maksimalna topljivost ciprofloksacina u koncentraciji 399,6 mg mL™.
Formulacija je sterilno profiltrirana, a zatim su napravljena razrjedenja ishodne formulacije
pomoc¢u medija za uzgoj sa 10 % (v/v) FBS-a, takoder u sterilnim uvjetima. Osim formulacije,

stanice su tretirane i ekvivalentnim volumnim udjelima cistog NADES-a bez aktivne
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farmaceutske tvari. Na slici 17 prikazani su rezultati prezivljenja Caco-2 stani¢ne linije nakon
tretmana razli¢itim koncentracijama ciprofloksacina u API-DES formulaciji i NADES-om
Ty:C8.

100
I NADES Ty:C8

formulacija Cip u Ty:C8

80 I I I I . ) I T I I I

60
40

20

prezivljenje Caco-2 stanica (%)

01 0,5 1 5 10 50
koncentracija (mg mL™1)

Slika 17. Prezivljenje Caco-2 stani¢ne linije nakon tretmana API-DES formulacijom
Ty:C8:Cip 1 ¢istim NADES-om Ty:C8

Nakon 72 sata tretmana Caco-2 stanica s API:DES formulacijom Ty:C8:Cip u rasponu
koncentracija 0,1 mg mL*do 50 mg mL, vidljivo je smanjenje prezivljenja stanica za 20-tak
%, koje nije ovisno o primjenjenoj dozi, odnosno koncentraciji ciprofloksacina kojom su Caco-
2 stanice tretirane. Maksimalan inhibitorni ucinak prisutan je kod najvece ispitivane
koncentracije ciprofloksacina u AP1-DES formulaciji (50 mg mL™) pri kojoj preZivljenje iznosi
75,32 %. Takoder, ispitan je utjecaj samog NADES-a Ty:C8, bez prisutnosti aktivne tvari.
Analizom rezultata vidljivo je kako eutekticko otapalo Ty:C8 otprilike jednako djeluje na
prezivljenje Caco-2 stanica kao i ispitana formulacija. Najvec¢i inhibitorni u¢inak na rast stanica
vidljiv je pri koncentraciji 5 mg mL?, s prezivljenjem od 72,96 %. Inhibitorno djelovanje
ciprofloksacina na rast stanica karcinoma mjehura te poticanje apoptoze prikazano je u radu
koji su objavili Ebisuno i sur. (1997). Nekoliko godina kasnije Herold i sur. (2002) proveli su
istrazivanje utjecaja ciprofloksacina u rasponu koncentracija 0,1 mg mL* do 0,5 mg mL™* na
nekoliko tumorskih kolorektalnih stani¢nih linija. Rezultati su pokazali kako ciprofloksacin
djeluje inhibitorno na rast te poti¢e apopozu stanica, a procesi su ovisni 0 dozi i vremenu
izlaganja stanica ispitivanoj tvari. Zaustavljanje stani¢nog ciklusa posredovano je inhibicijom
sinteze DNA te oSte¢enjem mitohondrija Sto dovodi do apoptoze i smrti stanice. Nadalje, timol,

koji je jedna od komponenti koristenog NADES-a, uz svoja antimikrobna svojstva pokazuje i
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potencijal antitumorskog djelovanja prema razli¢itim tumorskim stani¢nim linijama kao $to su
MCF-7, HepG2 i HelL-a. Mehanizam antitumorskog djelovanja timola ocituje se u indukciji
apoptoze, inhibiciji proliferacije i angiogeneze te moduliranju aktivnosti tumorskih
metaboli¢kih enzima (Fizur i sur., 2017; Horvathova i sur., 2014). Unato¢ literaturnim
navodima koji ukazuju na antitumorski potencijal ciprofloksacina i timola kao pojedina¢nih
komponenti, na stani¢nim linijama karcinoma mjehura, debelog crijeva, MCF-7 stani¢noj liniji
karcinoma dojke te HepG2 stanicama jetre, u ovom eksperimentu nije zabiljezeno znacajnije
citotoksi¢no djelovanje NADES-a Ty:C8 te API-DES formulacije Ty:C8:Cip na tumorsku
stani¢nu liniju debelog crijeva Caco-2. No obzirom na cilj ovog rada, rezultati niske
citotoksi¢nosti ispitivane formulacije i NADES-a spram Caco-2 stanica su zadovoljavajuéi jer
je naglasak na razvoju pobolj$ane formulacije ciprofloksacina koja bi se prvenstveno koristila

za lijeCenje bakterijskih infekcija.

Osim bioloske aktivnosti djelovanja na Caco-2 stanice, bilo je potrebno ispitati
antimikrobnu aktivnost dobivenih API-DES formulacija te usporediti rezultate s
antimikrobnom aktivno$¢u ¢istog ciprofloksacina na nekoliko bakterijskih sojeva. Ispitivanje
je provedeno kao dio zavr$nog rada studentice Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Mirne
Naki¢, u Laboratoriju za opéu mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica. Cilj je bio istraziti
utjece li tvorba API-DES sustava Ty:C8:Cip na antimikrobnu aktivnost ciprofloksacina. Uzorci
za ispitivanje antimikrobne aktivnosti pripremljeni su u Laboratoriju za tehnologiju i primjenu
stanica i1 biotransformacije. KoriSteni test-mikroorganizmi su bakterije Escherichia coli 3014,
Staphylococcus aureus 3048 te Pseudomonas aeruginosa 3024, a ispitivanje je provedeno disk-
difuzijskom metodom. Uzorci komponenti koji tvore API-DES formulaciju te sami API-DES
sustav ispitani su u tri koncentracije: 0,1 mg mL?, 0,5mgmL? i1 mgmL™

Rezultati su pokazali kako timol ima antibakterijsko djelovanje prema Staphylococcus
aureus 3048 u koncentracijama 0,1 mg mL™ i 1 mg mL™? te prema P. aeruginosa 3024 u svim
ispitivanim koncentracijama. Nadalje, NADES Ty:C8 pokazao je antibakterijski u¢inak prema
Escherichia coli 3014, $to ukazuje na moguénost sinergistickog antimikrobnog ucinka oktanske
kiseline i timola, jer nije uo¢ena inhibicija rasta bakterije u prisutnosti pojedinih komponenti
NADES-a. Sa stajalista pripreme poboljSane formulacije ciprofloksacina primjenom NADES-
a najvaznije je istaknuti da je vidljvo antimikrobno djelovanje formulacije ciprofloksacina u
NADES-u Ty:C8 na sve test-mikroorganizme, sto je potvrda da je ovakvom formulacijom

antibiotika sa¢uvana antimikrobna aktivnost ciprofloksacina (Naki¢, 2021).
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4.5. PERMEABILNOST FORMULACIJE CIPROFLOKSACINA U
NISKOTEMPERATURNOM EUTEKTICKOM OTAPALU Ty:C8 KROZ UMJETNU
MEMBRANU

Permeabilnost tvari kroz intestinalni epitel klju¢na je karakteristika koja odreduje
razinu apsorpcije i biodostupnosti lijeka na ciljnom mjestu djelovanja. Danas postoje razlicite
standardizirane in vitro i in vivo metode odredivanja permeabilnosti tvari u farmaceutskoj i
kemijskoj industriji. Uglavnom se radi o in vitro metodama koje se dijele na stani¢ne i
nestani¢ne. Stani¢ne metode ukljuc¢uju primjenu standardizirane Caco-2 stani¢ne linije koje u
in vitro uvjetima oponasaju epitel gastrointestinalnog sustava. Stani¢ni modeli imaju mnogo
prednosti, poput velike sli¢nosti sa stanicnom morfologijom gastrointestinalnog sustava te
ekspresije razli¢itih proteina koji imaju ulogu transportnih sustava. Medutim, takav nacin
istrazivanja permeabilnosti API-ja je Cesto dugotrajan, ali i skup jer zahtjeva kultivaciju i
odrzavanje stanica. Kao alternativa pojavili su se nestanicni modeli bazirani na umjetnim
membranama. Upotreba umjetnih membrana kao modela za simulaciju membranskih sustava
gastrointestinalnog trakta, u cilju procjene permeabilnosti i apsorpcije API-ja, temelji se na
¢injenici da se vecina tvari apsorbira djelomi¢nim ili potpunim pasivnim transportom, odnosno
difuzijom. Na pasivnu difuziju uveliko utjecu strukturne znacajke molekule, lipofilnost te
molekulska masa. Stoga korelacija permeabilnosti kroz umjetnu membranu, koja oponasa
pasivni unutarstani¢ni transport, daje dobru smjernicu o apsorpcijskom potencijalu djelatne
tvari (Zhu i sur., 2002).

Tijekom godina razvijene su razli¢ite izvedenice nestani¢nih modela za odredivanje
permeabilnosti lijekova, a najpoznatiji su test propusnosti kroz umjetnu membranu (engl.
Parallel artficial membrane permeability assay, PAMPA) i metoda ispitivanja propusnosti
spojeva kroz fosfolipidne vezikule (engl. Phospholipid vesicle-based permeation assay,
PVPA). Ovakvi modeli prikladni su za ispitivanje pasivnog nafina transporta, koji se
prvenstveno odnosi na lijekove teSko topljive u vodi 1 stanicnim tekuéinama. Nestani¢ne
metode su relativno jeftine te je moguc veci kapacitet protoka u odnosu na stani¢ne metode za
ispitivanje permeabilnosti (Buckley i sur., 2012).

PAMPA test predstavlja jednostavan, brz te Siroko dostupan model za rani screening
apsorpcije 1 distribucije novih kemijskih molekula, imitiraju¢i pritom stanicnu membranu
umjetnim membranama sastavljenim od filtera i lipida. Metodu su predstavili Kansy i suradnici
daleke 1998. a do danas je viSestruko modificirana pa tako postoje razlicite izvedenice koje se
razlikuju ovisno o sastavu lipida i pufera. Primjerice, GIT-PAMPA je test kojim se pokusava

predvidjeti apsorpcija tvari u gastrointestinalnom traktu. BBB-PAMPA metodom odreduje se
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permeabilnost API-ja kroz krvno-mozdanu barijeru, dok se Skin-PAMPA Koristi za predikciju
transdermalne permeabilnosti lijeka (Bujard i sur., 2017). Danas je PAMPA test jedan od
glavnih metoda za predvidanje permeabilnosti tvari u farmaceutskoj industriji, prvenstveno
zahvaljujuci brzini i mogucnosti analiziranja vise tvari istovremeno.

Glavni nedostaci ovakvog pristupa ispitivanja permeabilnosti je nemoguénost
istrazivanja permeabilnosti spojeva aktivnim transportom zbog nedostatka transportnih
proteina kao i nemogucnost analize permeabilnosti hidrofilnih spojeva male molekulske mase.
Nadalje, rezultati permeabilnosti za neki spoj mogu se razlikovati ovisno o kombinacijama i
koncentracijama lipida koji ¢ine umjetnu membranu, stoga je potrebno optimizirati komponente
te udjele lipida kako bi se postigla $to bolja korelacija vrijednosti permeabilnosti odredena u in
Vivo uvjetima. Takoder, u radu koji su objavili Schmidt i Lynch (2003) navodi se kako je
potrebno optimizirati i vrijeme provodenja eksperimenta. Primjerice, kod nisko permeabilnih
spojeva, vrijednost permeabilnosti se znacajno razlikuje nakon 4 1 48 sati provodenja PAMPA
testa, dok se kod visoko i srednje permeabilnih spojeva vrijednosti nisu mnogo razlikovale.
Prema BCS sustavu klasifikacije lijekova ciprofloksacin se ubraja u skupinu IV koju
karakterizira slaba topljivost 1 niska permeabilnost kroz stanicne membrane. Prema
smjernicama FDA i WHO-a odredeni lijek moze se klasificirati kao visoko permeabilan ako je
85-90 % frakcije lijeka apsorbirano kroz membrane (WHO, 2005).

U sklopu ovog rada ispitana je permeabilnost formulacije ciprofloksacina u NADES-u
Ty:C8 u koncentraciji 5 mg mL™ te permeabilnost formulacije razrijedene u omjeru 1:1s 10 %
(v/v) DMSO u PBS-u kako bi se utvrdio utjecaj otapala na permeabilnost aktivne farmaceutske
tvari. Eksperimentalna provedba metode te obrada podataka izvrSena je prema protokolu

objavljenom u radu NoZini¢ 1 sur. (2010), a rezultati su prikazani u obliku prividne
permeabilnosti Papp (cm s™*). Koncentracija ciprofloksacina u akceptorskoj jazici odredena je

pomoc¢u HPLC metode prema prethodno opisanom protokolu. Postupak provedbe PAMPA
testa naveden je u podpoglavlju 3.2. metoda rada, a rezultati su prikazani na slici 18.
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Slika 18. Prividna permeabilnost ciprofoksacina unutar formulacije s NADES-om Ty:C8
odredena PAMPA testom

Jedan od ciljeva ovog rada bio je razvoj formulacije ciprofloksacina koja ¢e imati
bolju permeabilnost aktivne tvari u odnosu na permeabilnost u vodi. Analizom rezultata
provedene PAMPA metode vidljivo je kako je formiranjem API-DES sustava izmedu
ciprofloksacina i Ty:C8 doslo do znadajnog povecanja permeabilnosti API-ja. Vrijednost
permeabilnosti ciprofloksacina (Papp) unutar formulacije s NADES-om Ty:C8 iznosi 253,33 +
37,24 x 10 cm s, dok je prividna permeabilnost formulacije razijedene 50 % sa 10 % DMSO
u PBS-u 488,10 x 10° + 11,5 x 10° cm s. U radu koji su objavili Bermejo i sur. (2004)
ispitana je permeabilnost ciprofloksacina PAMPA metodom, a rezultati pokazuju kako je
vrijednost efektivne permeabilnosti ciprofloksacina 2,38 + 0,18 x 10® cm s™ pri pH 7. Neki
noviji znanstveni radovi pokazuju kako je permeabilnost ciprofloksacina manjaod 1 x 10 cm
s’ Primjerice, u radu koji su objavili Mesallati i sur. (2017) permeabilnost ciprofloksacina
odredena je PAMPA metodom, a vrijednost iste je 0,56 + 0,06 x 10 cm s, Sugano (2012)
navodi kako se svi spojevi s prividnom permeabilno$éu manjom od 1 x 10 cm st klasificiraju
kao slabo permeabilni. Rezultati objavljeni u radu Mesallati i sur. (2017) potvrda su ispravne
klasifikacije ciprofloksacina kao slabo topljivog API-ja.

U radu koji je objavila Volpe (2004) ispitana je permeabilnost nekoliko
fluorokinolonskih antibiotika, medu kojima je i ciprofloksacin, pomocu stanicne Caco-2
metode. Prema rezultatima ciprofloksacin je smjeSten u skupinu slabo permeabilnih

fluorokinolona jer razina permeabilnosti ovog APIl-ja pri koncentraciji 0,3 mg mL™ iznosi 0,42
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+ 0,06 x 10°% cm st Fluorokinoloni levofloksacin i ofloksacin smatraju se visoko
permeabilnim s vrijedno$éu permeabilnosti ve¢éom od 10 x 10° cm s. Procjena razine
permeabilnosti provodi se u odnosu na standarde poznate permeabilnosti.

Kao objasnjenje slabe permeabilnosti navodi se ¢injenica da je ciprofloksacin pri
neutralnom pH u obliku zwitter-iona $to mu otezava difuziju kroz lipidne membrane, za razliku
od neioniziranih molekula koje vrlo lako difundiraju. Zwitter-ionski oblik molekule
ciprofloksacina sadrzi pozitivno nabijenu amino skupinu u piperizinskom prstenu te negativno
nabijenu karboksilnu skupinu. U vodenim otopinama zwitter molekule ciprofloksacina ulaze u
medusobne interakcije ,,glava-rep $to rezultira smanjenjem elektrostatskog potencijala. Takve
strukture su dodatno stabilizirane vodikovim vezama s molekulama vode, §to dodatno otezava
pasivni transport kroz membrane. Medutim, smatra se kako se velik dio zwitter molekula
transformira u neioniziran oblik u blizini membrane, zahvaljujuéi transportu protona, ¢ime se
omogucava pasivna difuzija (Mesallati i sur., 2017). Bermejo i sur. (2004) proveli su usporedbu
permeabilnosti fluorokinolona pomo¢u PAMPA metode, Caco-2 stani¢ne metode te in vivo
metode na laboratorijskim Stakorima. Dobiveni rezultati za ciprofloksacin pokazuju vrlo dobru
korelaciju izmedu vrijednosti dobivenih PAMPA testom te in vivo ispitivanjem (r2 = 0,87), dok
je korelacija izmedu Caco-2 i PAMPA testa nesto niza (1% = 0,82).

U radu Dahan i Miller (2012) navodi se problematika povezanosti topljivosti i
permeabilnosti tvari. Naime, zahvaljujudi razli¢itim tehnikama koje se koriste prilikom razvoja
formulacija tvari poboljSane topljivosti, omoguceno je poboljSanje topljivosti tvari, no
istovremeno se vrlo ¢esto narusava permeabilnost tvari jer dolazi do smanjenja lipofilnosti.
Lipofilnost je zna¢ajno fizikalno-kemijsko svojstvo tvari koje oznacava sposobnost tvari da se
otapa u nepolarnim otapalima, uljima i mastima, a utjece na razinu permeabilnosti tvari kroz
membranu. Efikasna apsorpcija i zadovoljavajuca bioloSka raspolozivost ovise o ravnoteZi
izmedu lipofilnosti 1 hidrofilnosti spoja. Lipofilnost lijeka je u obrnuto proporcionalnom odnosu
prema topljivosti, odnosno veca lipofilnost dovodi do niZe topljivosti u vodenom mediju. Visa
razina lipofilnosti omogucuje jaCe interakcije spoja s lipidnim komponentama stani¢ne
membrane, a utjece 1 na dulje vrijeme zadrZavanja u tkivu, medutim jako hidrofobni lijekovi
mogu imati nisku bioraspolozivost zbog njihove apsorpcije u masne Cestice u crijevima, $to
utjece na smanjenje udjela slobodnog lijeka (Czyrski, 2021).

Prilikom klasifikacije lijeka, vazno je odrediti lipofilnost tog lijeka jer to svojstvo utjece
na farmakokinetiku i farmakodinamiku, odnosno na apsorpciju, distribuciju, metabolizam i
izlu¢ivanje lijeka. Uobicajeno se izrazava logaritmom koeficijenta raspodjele (log P) kojim se

opisuje ravnoteza raspodjele ispitivanog spoja izmedu organskog otapala oktanola i vode.
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Pozitivna vrijednost log P oznacava ve¢i afinitet spoja za lipidnu fazu, dok negativna vrijednost
oznaCava relativni afinitet za vodu. Iz literaturnih podataka vidljivo je kako koeficijent
raspodjele za ciprofloksacin pri pH 7 manji od 1 te iznosi 0,509 (Sharma i sur., 2010; Czyrski
i sur. 2021). S obzirom na navedenu vrijednost koeficijenta raspodjele, ciprofloksacin se smatra
blago hidrofilnim, medutim nedovoljno topljivim u vodenom mediju. Razvojem formulacije
ciprofloksacina u hidrofobnom NADES-u Ty:C8 doslo je do znaajnog povecanja
permeabilnosti. Razlog tome mogao bi biti u povecanju lipofilnosti API-ja zbog utjecaja
hidrofobnog otapala.

U konaénici, mozemo zakljuéiti kako je razvoj formulacije ciprofloksacina primjenom
NADES-a kao novih otapala koji se istrazuju za farmaceutsku primjenu bio uspjesan jer smo
istovremeno postigli znacajno, otprilike za 100 puta, povecanje topljivosti i permeabilnosti

aktivne tvari, uz istovremeno ocuvanje stabilnosti i antimikrobnog djelovanja lijeka.

50



5. ZAKLJUCCI

1. Primjenom racunalnog programa COSMOtherm predvidena je topljivost
ciprofloksacina u  prirodnim  niskotemperaturnim  eutektickim  otapalima.
Pretpostavljeno je da je ciprofloksacin dobro topljiv u NADES-ima koji se sastoje od
limunske ili jabu¢ne kiseline i razli¢itih Sec¢era poput glukoze, fruktoze, saharoze.
Osim u hidrofilnim NADES-ima, ciprofloksacin bi mogao biti dobro topljiv i u

hidrofobnim NADES-ima poput timola i oktanske kiseline ili timola i kumarina.

2. Odabrana su i pripremljena tri NADES-a u kojima je predvidena najveca topljivost
ciprofloksacina. Rezultati topljivosti dobiveni eksperimentalno u korelaciji s
vrijednostima In(y), odnosno predvidenim rezultatima topljivosti dobivenim
COSMOtherm sustavom za predikciju. Takvim pristupom je u kratkom vremenu i uz
manji utroSak financijskih sredstava pronadeno prirodno niskotemperaturno
eutekticko otapalo u kojem je topljivost ciprofloksacina oko 100 puta veca od

topljivosti u vodi kao referentnom otapalu.

3. Formiranjem API-DES sustava kojeg ¢ini ciprofloksacin te NADES Ty:C8 ne dolazi
do znacajnijeg pada stabilnosti djelatne tvari u odnosu na stabilnost APIl-ja u
referentnom otapalu (voda uz dodatak 2 % HCI-a). Stabilnost je postojana tijekom
perioda od 35 dana, na obje temperature.

4. Formulacija ciprofloksacina u NADES-u timol:oktanska kiselina djeluje blago
inhibitorno na rast Caco-2 stanica pri svim ispitivanim koncentracijama, medutim nije
vidljiva korelacija izmedu inhibitornog ucinka 1 koncentracije ciprofloksacina kojom
su stanice tretirane. Relativno niska citotoksi¢nost ispitivane formulacije i NADES-a
spram Caco-2 stanica je ohrabruju¢i rezultat, jer je naglasak na razvoju poboljSane
formulacije ciprofloksacina koja bi se prvenstveno koristila za per os primjenu

prilikom lijecenja bakterijskih infekcija.

5. Permeabilnost formulacije ciprofloksacina u NADES-u Ty:C8 odredena je PAMPA
metodom, pri ¢emu je zapazeno znacajno povecanje permeabilnosti API-ja u odnosu
na permeabilnost u vodi, ¢ija je vrijednost poznata iz literaturnih podataka. Medutim,

za konacnu potvrdu poboljSanja permeabilnosti ciprofloksacina formiranjem API-
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DES sustava s NADES-om Ty:C8 svakako je potrebno provesti stani¢nu te in vivo

metodu ispitivanja permeabilnosti.

Formulacijom ciprofloksacina u NADES-u Ty:C8 ostvareno je iznimo znacajno
poboljsanje topljivosti i permeabilnosti ciprofloksacina, uz istovremeno ocuvanje
stabilnosti i antimikrobne aktivnosti djelatne tvari. S obzirom da odabrani NADES
zadovoljava kriterije netoksic¢nosti i biokompatibilnosti, uz sva navedena poboljsanja
karakteristika aktivne tvari, ovakav pristup odabira i primjene NADES-a kao otapala
za API-je je vrlo obecavajuéi te se moze ocekivati farmaceutska primjena takve

formulacije u ve¢em mjerilu u buduénosti.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja Anamaria Sintié izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam Koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Nnatiz

Vlastoruéni potpis




