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UVOD

Nanokristali djelatne tvari pripadaju skupini suvremenih terapijskih nanosus-
tava kojima se nastoje poboljsati farmaceutsko-tehnoloska (primjerice topljivost,
fizicka i kemijska stabilnost) i/ili biofarmaceutska (primjerice permeabilnost i bioras-
polozivost) svojstva djelatne tvari. Tehnologija nanokristala pocinje se intenzivnije
razvijati i primjenjivati u podru¢ju farmaceutike devedesetih godina proslog stoljeéa,
a prvi je proizvod izraden takvom tehnologijom odobren za primjenu veé¢ u 2000.
godini. Od tada do danas odobren je relativno veliki broj nanolijekova izradenih teh-
nologijom nanokristala, u usporedbi s relativno malim ukupnim brojem terapijskih
nanosustava koji su odobreni za primjenu. Odobreni lijekovi primjenjuju se isklju-
¢ivo oralnim i parenteralnim putovima, iako najnovija ispitivanja daju naznake da se
u sljede¢em periodu mogu ocekivati i lijekovi u obliku nanokristala namijenjeni ne-
parenteralnim putovima primjene (primjerice, za pulmonalnu, dermalnu, oftalmi¢ku
primjenu). Lijekovi u obliku nanokristala za oralnu primjenu na podru¢ju EU izra-
deni su najées¢e kao suhi oralni farmaceutski oblici (tablete, kapsule), uz iznimku
jednog lijeka koji je na americkom trzi$tu u obliku oralne nanosuspenzije (Megace
ES). Parenteralni lijekovi u obliku nanokristala za sada su isklju¢ivo namijenjeni
intramuskularnoj primjeni u obliku nanosuspenzije koja se ex tempore pripravlja iz
liofiliziranog oblika nanokristala lijeka ili se radi o gotovoj nanosuspenziji napunjenoj
u Strcaljku. Takvi pripravci su malog volumena s visokim udjelom djelatne tvari, a $to
je velika prednost pri takvom naéinu primjene. O terapijskoj ucinkovitosti djelatne
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tvari u obliku nanokristala svjedo¢i ¢injenica da je na podru¢ju EU odobreno 5 nano-
lijekova (oralna primjena: 3; parenteralna primjena: 2), dok je na podru¢ju SAD-a
odobreno ukupno 11 nanolijekova (oralna primjena: 9; parenteralna primjena: 2)
koji su izradeni tehnologijom nanokristala.

Opéenito su glavni nedostaci terapijskih nanosustava relativno nisko uklapanje
djelatne tvari, sloZeni i specifi¢ni postupci izrade i ¢esto nedovoljno ispitan sigurnosni
profil sirovina i/ili nanosustava koji sluze kao nosa¢i djelatne tvari. Uklapanje djelatne
tvari odnosi se na udjel djelatne tvari koja je vezana na i/ili dispergirana/otopljena u
nanonosacu, najéesée polimernoj ili lipidnoj nanocestici/nanovezikuli. Takvi nano-
nosadi s uklopljenom djelatnom tvari Cesto se pripravljaju slozenim laboratorijskim
postupcima koje je ¢esto nemoguée prilagoditi industrijskom mjerilu proizvodnje
zbog procesnih i/ili ekonomskih problema. Sigurnosni profil sirovina od kojih su
izradeni nanonosaci poseban je nedostatak. Pri dizajnu odredenog nanonosaca (éesto)
se za specifiénu djelatnu tvar sintetizira nova sirovina ¢ija su fizicko-kemijska svojstva
»krojena« u svrhu izrade nanonosaca zeljenih svojstava (veli¢ine i svojstava povrsine;
uklapanja i oslobadanja djelatne tvari). Medutim, sigurnosni profil takve novosinteti-
zirane sirovine potrebno je toksikoloski ispitati, a $to je vrlo ¢esto neprihvatljivo za
farmaceutsku industriju jer je za takva ispitivanja potrebno uloZiti znatna financijska
sredstva uz znacajan utro$ak vremena.

Glavni je farmaceutsko-tehnoloski izazov povezan s tesko topljivim djelatnim
tvarima razviti vrlo jednostavan farmaceutski oblik koji ¢e zadovoljavajuce poveéati
topljivost lijeka, odnosno poboljsati njegovu bioraspolozivost uz smanjenje ucestalo-
sti nuspojava. Upravo tehnologija nanokristala u velikoj mjeri osigurava prevladava-
nje opisanih nedostataka i u tome svijetlu ne ¢udi niti relativno veliki broj lijekova
koji su izradeni primjenom takve tehnologije. U odnosu na druge terapijske nanosu-
stave, gdje je omjer djelatne tvari prema drugim sirovinama koje ¢ine nanonosa¢
nepovoljan zbog niskog uklapanja, nanokristali djelatne tvari gradeni su gotovo u
potpunosti od djelatne tvari, dok samo mali dio takvih nanosustava ¢ine pomoéne
tvari (stabilizatori) koji su odobreni za izradu lijekova. Uz vrlo mali udio sigurnih
pomo¢nih tvari, izrada lijeka kori$tenjem nanokristala djelatne tvari jednostavno se
prilagodava laboratorijskom i industrijskom mjerilu (10 mg — 500 kg) i osigurava
relativno brzi razvoj kona¢nog farmaceutskog oblika.

NACELA IZBORA DJELATNIH TVARI ZA OBRADU
TEHNOLOGIJOM NANOKRISTALA

Biofarmaceutska klasifikacija djelatnih tvari

Nacela izbora djelatnih tvari za obradu tehnologijom nanokristala osnivaju se na
predvidanju koraka koji ogranic¢ava bioraspolozZivost djelatne tvari pri odredenom
putu primjene. Najvedi iskorak ucinjen je na podruéju oralne primjene za koju je
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razvijen biofarmaceutski sustav klasifikacije djelatnih tvari (engl. Biopharmaceutics
Classification System; BCS) prema kojem su djelatne tvari klasificirane u ¢etiri biofar-
maceutske skupine na osnovu topljivosti i permeabilnosti; I. BCS skupina (dobro
topljive, dobro permeabilne); I1. BCS skupina (slabo topljive, dobro permeabilne);
ITI. BCS skupina (dobro topljive, slabo permeabilne); IV. BCS skupina (slabo topljive,
slabo permeabilne). Djelatna tvar se smatra dobro topljivom ako se najve¢a doza dje-
latne tvari otapa u < 250 mL vodenog medija u pH podrudju 1,2-6,8 pri 37 °C.
Djelatna tvar se smatra dobro permeabilnom ako je obim intestinalne apsorpcije 2
90 %. Za procjenu obima intestinalne apsorpcije moguée je koristiti in vitro (primje-
rice, Caco-2 ili MDCK stani¢ne linije) i ex vivo modele intestinalnih barijera. Dozni
broj (Dy) djelatne tvari oznacava omjer izmedu koncentracije djelatne tvari u 250 mL
vodenog medija i topljivosti djelatne tvari u vodi. Kada je Dy < 1, tada se djelatna tvar
smatra dobro topljivom; kada je Dy > 1 djelatna tvar je slabo topljiva. LogP sluzi za
osnovno razvrstavanje djelatnih tvari prema permeabilnosti. Djelatne tvari s vrijedno-
stima LogP ve¢ima od LogP metoprolola (LogP 1,72) smatraju se dobro permeabil-
nim. BCS je prihvaéen od strane regulatornih tijela (Europske agencije za lijekove —
EMA; Americke agencije za hranu i lijekove — FDA; Svjetske zdravstvene organizacije
—~ WHO) u postavljanju biockvivalencijskih standarda za odobravanje oralnih pripra-
vaka trenutnog oslobadanja djelatne tvari. Bioekvivalenciju ve¢ine odobrenih oralnih
pripravaka trenutnog oslobadanja djelatne tvari moguée je pouzdano procijeniti rela-
tivno jednostavnim in vitro ispitivanjima, naspram dugotrajnih i skupih klinickih
ispitivanja. WHO je proSirila navedenu primjenu na odredene djelatne tvari II. BCS
skupine, dok WHO i EMA odobravaju BCS primjenu za neke djelatne tvari I1I. BCS
skupine (1).

Istodobno, od 1995. kada je BCS objavljen (2) u¢injena su znacajna poboljsanja
u ranim fazama razvoja farmaceutskog oblika lijeka. Opéenito, djelatne tvari I. i I11.
BCS skupine zahtijevaju relativno jednostavniji formulacijski pristup, dok je formu-
lacijski pristup za djelatne tvari I1. i IV. BCS skupine znatno sloZeniji (3). BCS je
mogude u gruboj procjeni koristiti i pri razvoju farmaceutskih oblika za razli¢ite ne-
parenteralne putove primjene djelatne tvari, a pri tome uvazavajuéi specifi¢nosti sva-
kog pojedina¢nog puta primjene (4).

Za slabo topljive i dobro permeabilne djelatne tvari II. BCS skupine koriste se
razli¢iti farmaceutsko-tehnoloski pristupi poboljsanja topljivosti; primjerice, prila-
stalnih soli ili kokristala), prilagodba pH oblika, izrada farmaceutskih oblika trenut-
nog oslobadanja djelatne tvari uz dodatak solubilizatora, izrada farmaceutskih oblika
koji se osnivaju na lipidima (npr. samoemulgiraju¢i sustavi, meke kapsule s uljnom
otopinom ili suspenzijom djelatne tvari), prevodenje djelatne tvari u amorfno stanje,
uklapanje djelatne tvari u ciklodekstrinske komplekse. Nadalje, vrlo znadajan pristup
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poboljsanja topljivosti II. BCS skupine je smanjenje velic¢ine Cestica djelatne tvari.
Mikronizacija je postupak koji se rutinski primjenjuje u farmaceutskoj industriji i
kojim se veli¢ina Cestica djelatne tvari smanjuje do raspona veli¢ina 1-50 pum, koriste-
njem mlinova s éeki¢ima te kugli¢nih ili mlaznih mlinova. Postupkom mikronizacije
u odredenoj se mjeri povecava brzina otapanja tesko topljive djelatne tvari, ali je uci-
nak na njezinu bioraspoloZivost ¢esto ograni¢en. U novije vrijeme veli¢inu Cestica
tesko topljive djelatne tvari moguée je smanjiti do nanometarskog raspona dimenzija
(< 1000 nm) razli¢itim postupcima nanonizacije, a tako obradene djelatne tvari nazi-
vamo nanokristalima. U pravilu je postupcima nanonizacije mogucée izraditi i pro-
dukt u amorfnom stanju pri ¢emu se tada naglasava da se radi o amorfnim nanocesti-
cama djelatne tvari. Ipak, termin nanokristali djelatne tvari je vise uvrijezen, a iz
konteksta je moguée zakljuditi radi li se o nanokristalima djelatne tvari ili 0 amorfnim
nanocesticama djelatne tvari (3, 5).

Razvojno-formulacijska klasifikacija djelatnih tvari

Koristenje BCS klasifikacije u razvoju farmaceutskog oblika djelatne tvari
ponekad previe pojednostavljuje slozenu prirodu biofarmaceutskih svojstava dje-
latne tvari i nedovoljno uzima u obzir specifiéne biorelevantne uvjete na mjestu
apsorpcije. Slabo topljive djelatne tvari ponekad imaju toliko nisku topljivost da je
brzina njihovog otapanja, ¢ak i s povrsine vrlo malih nanokristala (< 100 nm), izra-
zito spora. U tom slucaju nije mogude posti¢i dovoljno visoku koncentraciju djelatne
tvari na mjestu apsorpcije niti zadovoljavajuéu apsorpciju, a dodatni ¢imbenici (npr.
efluksni transporteri i/ili metaboli¢ki enzimi na mjestu apsorpcije) dodatno sma-
njuju apsorpciju. Zbog toga je razvijen novi sustav koji djelatne tvari klasificira u
nesto drugadije kategorije, ovisno o tome je li bioraspoloZivost djelatne tvari ograni-
¢ena brzinom otapanja, topljivos$¢u ili permeabilnoséu. Takva se klasifikacija naziva
razvojno-formulacijska klasifikacija (engl. Developability Classification System; DCS),
a djelatne tvari unutar II. BCS skupine klasificira na one ¢ija je bioraspoloZivost
ograni¢ena brzinom otapanja (DCS Ila) i one ¢ija je bioraspolozivost ograni¢ena
topljivos¢éu (DCS IIb). Bioraspolozivost djelatnih tvari IIb. DCS skupine moguée je
povecati tehnikama povecéanja topljivosti, najcesée solubilizacijom, ciklodekstrin-
skom kompleksacijom ili prilagodbom kristalnog oblika djelatne tvari. Za djelatne
tvari Ila. DCS skupine bioraspoloZivost je u izravnoj korelaciji s brzinom otapanja in
vivo. Frakcija primijenjene doze koja se otopi na mjestu apsorpcije vrlo se brzo apsor-
bira pa je bioraspolozivost takvih djelatnih tvari moguée poboljsati farmaceutsko-
tehnoloskim tehnikama poveéanja brzine otapanja, odnosno prilagodbom kristalnog
oblika djelatne tvari (primjerice, koritenjem tehnike suSenja rasprsivanjem ili eks-
truzije taljenjem) i/ili obradom djelatne tvari koriStenjem tehnologije nanokristala

(6=7).
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FIZICKO-KEMIJSKA SVOJSTVA NANOKRISTALA
DJELATNE TVARI

Brzina otapanja krutina u otapalu de/dt moze se opisati Noyes-Whitneyjevom

jednadzbom:
e,
¢

=kXAX(c,—¢,)

gdje je £ konstanta brzine otapanja (tzv. intrinzicka konstanta koja uklju¢uje visko-
znost otopine; $to je veca viskoznost manja je brzina otapanja), A specifi¢na povrsina
krutine koja se otapa, ¢, topljivost krutine, a ¢, koncentracija djelatne tvari u otopini
u vremenu ¢ Iz Noyes-Whitneyjeve jednadzbe mogucée je opaziti da ¢e se umjereno
topljiva tvar otapati sporije od lako topljive te da se pred kraj procesa otapanja zna-
¢ajno usporava otapanje (8).

Smanjivanjem veli¢ine Cestica krutine djelatne tvari povecava se broj éestica i spe-
cifi¢na povrsina krutine, dok se istodobno smanjuje promjer Cestica krutine (slika 1).
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Slika 1. Povecanije specificne povrsine praskastog materijala pri smanjenju veliCine destica krutine djelatne
tvari do nanometarskih dimenzija (9).

Smanjivanjem veli¢ine jedne makrocestice krutine djelatne tvari promjera 100
pm na promjer od 10 pm standardnim postupkom mikronizacije, u sustavu od jedne
makrocestice nastaje 1000 mikrodestica pri éemu se istodobno 10 puta povecava spe-
cifiéna povrsina krutine djelatne tvari. Medutim, ako se umjesto postupka mikroni-
zacije primijeni postupak nanonizacije i veli¢ina jedne makrodestice promjera 100
pm smanji do veli¢ine od 200 nm, tada u sustavu od jedne makrocestice nastaje 125
000 000 nanodestica pri ¢emu se istodobno 5 000 puta povecava specifi¢na povrsina
krutine djelatne tvari, a promjer éestice smanjuje 500 puta (10). Iz Noyes-Whit-
neyjeve jednadzbe je jasno da je brzina otapanja krutine djelatne tvari to veca $to je
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veda specifi¢na povrsina krutine s koje se odvija proces otapanja. S obzirom na vrlo
veliku razliku u specifi¢noj povrsini krutine mikronizirane i nanonizirane djelatne
tvari, mogude je @ priori pretpostaviti znacajno vecu brzinu otapanja nanonizirane
krutine djelatne tvari u odnosu na mikroniziranu krutinu iste djelatne tvari. Tako
znadajno povecanje specifiéne povrsine krutine djelatne tvari vrlo povoljno utjece i na
njezina biofarmaceutska svojstva (adhezivnost i vrijeme zadrzavanja na mjestu apsor-
pcije te varijacije u bioraspolozivosti nakon oralne primjene), a koja ¢e takoder biti
opisana u ovom radu.

Drugo vaino fizi¢ko-kemijsko svojstvo krutine djelatne tvari usitnjene do nano-
metarskih dimenzija je smanjenje debljine stacionarnog difuzijskog sloja otapala 4
oko nanokristala u usporedbi s mikro- i makrokristalima krutine djelatne tvari.
Naime, Noyes-Whitneyjeva jednadzba izvedena je na osnovu predodzbe da oko
Cestice krutine postoji tanki stacionarni difuzijski sloj otapala u kojem koncentracija
otopljene djelatne tvari linearno opada od najvece na povrsini Cestice ¢, do najmanje
¢, na udaljenosti 4 od povrSine pri éemu je konstanta brzine otapanja £ definirana
omjerom prividnog koeficijenta difuzije tvari u otapalu D i debljinom stacionarnog
difuzijskog sloja otapala 4. Prema tome Noyes-Whitneyjevu jednadzbu mogude je
pisati i u obliku:

dey =AxDx(c$_€‘)
dt b

Smanjena debljina stacionarnog difuzijskog sloja otapala 4 oko nanokristala
rezultira znadajnim poveéanjem koncentracijskog gradijenta pri procesu otapanja
nanokristala djelatne tvari, odnosno (¢, — c,/5)nanoksisala >> (€5 = ¢/ P) mikrokristala (11) 2
$to je zorno prikazano slikom 2.

Trece vazno fizicko-kemijsko svojstvo krutine djelatne tvari usitnjene do nano-
metarskih dimenzija je povecanje topljivosti ¢,. Topljivost je opéenito definirana kao
konstantna vrijednost pojedine tvari u odredenom otapalu pri stalnoj temperaturi.

MIKROKRISTALI NANOKRISTALI
4 44
3+ 3+
v 2 v 2 Cs - Cx
14 1
. Cs - Cx
mh—} o .
0 1 2 0 1 2
h h

Slika 2. Smanjena debljina stacionarnog difuzijskog sloja otapala h i pove¢an koncentracijski gradijent
(cs—cy/h) (9).
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Medutim, usitnjavanjem takve tvari do nanometarskog raspona dimenzija njezina
topljivost se povecava, a $to je moguée objasniti Ostwald-Freundlichovom jednadz-
bom koja opisuje odnos izmedu topljivosti krute tvari i njezine veli¢ine Cestica:

c 20V

log—*= —vu—
¢, 2,303RT pr

X
gdje je ¢, topljivost krutine, ¢, koncentracija otopine u vremenu ¢, ¢ povrsinska nape-
tost na grani¢noj povrsini ¢vrsto/tekude, ¥V molarni volumen ¢estica krutine, R opéa
plinska konstanta, 7" termodinamicka temperatura, p gustoéa krutine, » polumjer
Cestica krutine. 1z Ostwald-Freundlichove jednadzbe je jasno da se smanjenjem veli-
¢ine Cestica krutine () povecava njezina topljivost (c,). Pored ovisnosti o veli¢ini
Cestica krutine, topljivost tvari takoder se mijenja ovisno o strukturi kristalne resetke
tvari, odnosno energiji kristalne resetke. Topljivost se kristalnih polimorfa povecéava s
poveéanjem energije kristalne reSetke i smanjenjem njihovog talista. Istodobno, tvari
u amorfnom stanju karakterizirane su boljom topljivo$¢u u odnosu na tvari u krista-
lini¢nom stanju jer je slobodna energija kristalnog oblika uvijek manja od slobodne
energije amorfnog oblika (12).

U konac¢nici je moguée zakljuditi da je poveéanje brzine otapanja nanokristala
djelatne tvari (dc,/dt) posljedica velike specifiéne povrsine (A4), poboljsane topljivosti
(¢,) i relativno male debljine stacionarnog difuzijskog sloja otapala (4), odnosno pove-
¢anog koncentracijskog gradijenta (¢, — ¢,/4), a $to je sve razvidno iz Noyes-Whit-
neyjeve jednadzbe otapanja krutina.

FARMACEUTSKO-TEHNOLOSKI POSTUPCI OBRADE
DJELATNIH TVARI U OBLIK NANOKRISTALA

Metode izrade nanokristala djelatne tvari

Farmaceutsko-tehnoloske metode izrade nanokristala djelatne tvari mogude je
podijeliti u dvije glavne skupine: (¢) metode smanjenja veli¢ine ¢estica (engl. rop-down
methods) gdje je ishodna krutina djelatne tvari sastavljena od Cestica ve¢ih dimenzija
koje je potrebno smanjiti (primjerice, postupcima mljevenja); (i) metode poveéanja
veli¢ine Cestica (engl. bottom-up methods) gdje je djelatna tvar molekulski otopljena u
prikladnom otapalu, a povec¢avanje veli¢ine ¢estica do nanometarskog raspona dimen-
zija postize se naj¢esce talozenjem uz antiotapalo.

Metode poveéanja veli¢ine éestica djelatne tvari

Izrada nanokristala djelatne tvari metodom taloZenja relativno je jednostavna
metoda nakon §to se odrede uvjeti taloZenja. Metoda se sastoji u izradi otopine dje-
latne tvari u otapalu u kojem je takvu djelatnu tvar moguce relativno dobro otopiti, a
najcesée je rije¢ o razli¢itim organskim otapalima. Nakon toga se otopina djelatne
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tvari mijesa s antiotapalom. Antiotapalo se mora mijesati s otapalom u kojem je oto-
pljena djelatna tvar, ali djelatna tvar ne smije biti topljiva u antiotapalu. Kao antiota-
pala najée$ée se koriste voda, etanol ili aceton. Mijesanje otopine djelatne tvari i anti-
otapala provodi se u uredajima za mije$anje koji se osnivaju na rotaciji, mlaznom
mijesanju (engl. liguid jets) ili visekanalnom vrtloinom mijesanju (engl. multi-inlet
vortex mixing). U superzasi¢enoj otopini djelatne tvari u smjesi otapala i antiotapala
vrlo brzo nastupa nukleacija, odnosno stvaraju se najmaniji kristalni entiteti (jezgre).
Mije$anjem se ubrzava molekulska difuzija djelatne tvari i prijenos mase u sustavu, a
energija dovedena u sustav pri takvom tehnoloskom postupku (primjerice, brzina
mije$anja, vrijeme soniciranja/ultrasoniciranja) znacajno utjecu na procese nukleacije
i daljnjeg rasta kristala, a pored ostalih uvjeta talozenja (primjerice, koncentracija
djelatne tvari u otapalu, volumni odnos antiotapala prema otopini djelatne tvari,
temperatura, dodatak stabilizatora). Talozenje djelatne tvari mogudée je izazvati i
superkriti¢tnim fluidima (primjerice, superkriti¢nim ugljikovim dioksidom), ultra-
zvu¢nim valovima, kontroliranim uklanjanjem otapala i kemijskim reakcijama acido-
bazne neutralizacije. Metodama talozenja mogude je izraditi kristalne ili amorfne
nanocestice djelatne tvari. Amorfne nanocastice djelatne tvari izradene zastiéenom
tehnologijom Nanomorph™ (sada Soligs/Abbvie; prije Knoll/BASF) imaju bolju
topljivost i znacajno ve¢u brzinu otapanja u usporedbi s kristalni¢nim nanocesticama
iste djelatne tvari. Nedostatak amorfnih nanocestica djelatne tvari je sklonost djelo-
mic¢noj ili potpunoj rekristalizaciji, a $to se negativno odrazava na njezinu bioraspolo-
Zivost (13-14).

Glavni su nedostaci izrade nanokristala metodom taloZenja slozenost kontrole
takvog postupka i uspostavljanje uvjeta kontroliranog taloZenja te moguénost zaostajanja

antiotapalo
(najée$ée voda)

uredaj za mijefanje

l

otopina lijeka u nanosuspenzija
prikladnom otapalu
(najée$ée organskom)

Slika 3. Shematski prikaz postupka izrade nanokristala djelatne tvari metodom taloZenja(15).
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male koli¢ine organskog otapala u kona¢nom pripravku. Trenutno nema odobrenih
lijekova koji se osnivaju na ovoj tehnologiji izrade nanokristala djelatne tvari. Premda
je ova metoda izrade nanokristala relativno jednostavna, prilagodavanje laboratorij-
skih uvjeta taloZenja industrijskom mijerilu za sada ostaje nerijesen problem. Primje-
rice, brzina taloZenja djelatne tvari prili¢no je razli¢ita u uvjetima laboratorijskog mje-
rila (npr. kada se radi s volumenima od 1 L) u usporedbi s brzinom talozenja pri
industrijskoj proizvodnji (npr. u spremnicima od 1000 L); mijesanje je otopine dje-
latne tvari s antiotapalom znatno brze u manjim volumenima, a $to uvelike utjece na
kontrolu procesa talozenja te veli¢inu i raspodjelu veli¢ina Cestica kona¢ne nanosus-

penzije (15).

Mectode smanjenja veli¢ine Cestica djelatne tvari

Metoda vlagnog mljevenja

Vlazno mljevenje (engl. wer milling) najvise je koriStena metoda izrade nanokri-
stala djelatne tvari u farmaceutskoj industriji. U najjednostavnijoj opciji koristi se
postupak niskoenergetskog vlaznog mljevenja (engl. low energy wet ball milling).
Sustav se puni djelatnom tvari u mikroniziranom obliku koja je dispergirana u disper-
zijskom sredstvu uz dodatak najmanje jednog stabilizatora. Mljevenjem (pomocu
kuglica i mjesaca) djeluje se smi¢nim naprezanjem na velike ¢estice suspendirane dje-
latne tvari. Proces ovisi o ¢vrstodi Cestica djelatne tvari, utrosku energije, vremenu
mljevenja i koncentraciji stabilizatora. Potrebno je 3-4 ciklusa mljevenja kako bi se
smanjila veli¢ina Cestica na prosje¢no 500 nm. S ciljem smanjenja udjela ¢estica > 1
pm za npr. parenteralnu primjenu potrebno je najéesée 6-10 ciklusa mljevenja (7,
15).

Alternativa opisanom postupku je visokoenergetsko vlaino mljevenje (engl. high
energy wet ball milling) koje je zbog manjeg utroska vremena industrijski prikladnije,
a NanoCrystal® tehnologija (NanoSystems/élan) temelji se na ovom principu. Danas

kugliZni mlin s mje$atem

nanosuspenzlja makrosuspenzlja

Slika 4. Shematski prikaz postupka izrade nanokristala djelatne tvari metodom vlaznog mijgvenja (15).
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je visokoenergetsko vlazno mljevenje standardni postupak proizvodnje nanosuspen-
zije djelatne tvari. Suspenzija djelatne tvari se pomocu crpke potiskuje iz spremisne
komore u komoru za mljevenje. Tijekom relativno kratkog perioda cestice djelatne
tvari izlazu se utjecaju visoke energije. Smanjenje je veli¢ine Cestica djelatne tvari
rezultat djelovanja sila smicanja i tlaka unutar komore za mljevenje. Visokoenergetski
mlinovi zahtijevaju poseban materijal za mljevenje koji mora biti kompatibilan s dru-
gim komponentama uredaja. Koristenje kuglica od cirkonijeva oksida moze rezulti-
rati oneci$¢enjem nanosuspenzije djelatne tvari zbog abrazije kuglica i/ili drugih dije-
lova uredaja. Zbog toga se kao materijal za mljevenje koriste kuglice nadinjene od
visoko umrezenog polistirena izrazito elastiénih svojstva. Komercijalni se Nano-
Crystal® proces izvodi koristenjem specijaliziranog PolyMill™ materijala (polistirenske
kuglice promjera 0,5 mm).

Prilagodljivost uzorku vjerojatno je najveéa prednost opisanih postupaka mlje-
venja. Gotovo se svaka djelatna tvar moze usitniti do nanometarskog raspona dimen-
zija koriStenjem vlaznog mljevenja. Ipak, gusto¢a c1rkomjevog oksida od kojega su
¢esto izgradene kuglice materijala za mljevenje je 6 g/cm” $to povecava tezinu indu-
strijske izvedbe uredaja za vlazno mljevenje. Nadalje, 70 % volumena spremnika ure-
daja za vlazno mljevenje napunjeno je materijalom za mljevenje, dok samo 30 %
volumena ostaje raspoloZivo za suspenziju djelatne tvari, a Sto priliéno oglamcava
kapacitet ovog postupka u industrijskom smislu (7, 15-16).

Metoda visokotlacnog homogenizivanja

Metoda visokotla¢nog homogeniziranja sljedeéi je vazan postupak proizvodnje
nanokristala djelatne tvari. Tri su osnovne tehnologije obuhvaéene takvom metodom:
mikrofluidizacija (IDD-P™ tehnologija) (SkyePharma Canada), homogenizacija na
principu klipa i uskog otvora (eng. piston gap homogenization) u vodenom (Disso-

cubes® tehnologija) (SkyePharma) ili nevodenom mediju (Nanopure” tehnologija)
(PharmaSol).

Tehnologija mikrofluidiziranja podrazumijeva proces smanjenja veli¢ine ¢estica
koji je temeljen na parno-mlaznom homogeniziranju (eng. jet steam homogeniza-
tion). Djelatna se tvar pomocu crpke protiskuje pod tlakom od 1700 bar kroz sustav
mikrofluidizatora. U komori mikrofluidizatora Z ili Y tipa estice djelatne tvari se
uslijed kolizije, smicanja i kavitacije smanjuju do nanometarskih dimenzija. Zbog
relativno malog utroska energije, za uspje$nu nanonizaciju potrebno je 50 ili vise
mikrofluidizacijskih ciklusa (11).

™

Tehnologija temeljena na koristenju klipa i uskog otvora naziva se DissoCubes
tehnologija zbog kubi¢nog oblika izradenih nanokristala djelatne tvari. Takvom teh-
nologijom se pri sobnoj temperaturi izraduje nanosuspenzija djelatne tvari u vodenoj
sredini. Princip je izrade relativno jednostavan i slican vlaznom mljevenju. Ishodna
djelatna tvar se predobraduje visokoturaznim mijesanjem. Potom suspenzija djelatne
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tvari prolazi nekoliko visokotla¢nih homogenizacijskih ciklusa, a najéesée se homoge-
nizira suspenzija djelatne tvari s udjelom disperzne faze 10-20 %. Tlak obi¢no stup-
njevito raste od 10 % do 100 % kako bi se izbjeglo zatepljenje uskog otvora homo-
genizatora (5-20 pm), as istim ciljem se provodi i predobrada suspenzije. Primijenjeni
tlak iznosi izmedu 1000 i 2000 bar (Moschwitzer, 2013). Ako se proces odvija pri
sobnoj temperaturi, stvaraju se mjehuri uslijed vrenja vode. Mjehuri implodiraju
nakon prolaska suspenzije kroz uski otvor, a tim procesom stvaranja i implodiranja
mjehura smanjuje se veli¢ina Cestica djelatne tvari zbog kavitacije. Za smanjenje su
veli¢ine Cestica takoder odgovorne sile smi¢nog naprezanja i kolizija estica (11).

Nanopure” tehnologija razvijena je 1999. godine u Berlinu (PharmaSol). Homo-
geniziranje se osniva na principu klipa i uskog otvora, ali proces se odvija u nevode-
nom ili mediju sa smanjenim udjelom vode, ¢ime je smanjena mogu¢nost hidrolize
djelatne tvari. Proces se odvija pri nizim tlakovima i temperaturama zbog cega je
izbjegnuta kavitacija, a sile smi¢nog naprezanja i kolizija Cestica dovoljne su za zado-
voljavajuée smanjenje veli¢ine. Nize temperature omogucuju obradu termolabilnih

uzoraka (11).

VISOKOTLACNA HOMOGENIZACIJA

HOMOGENIZATOR H1 - H4
1500 bar; 1 PROLAZ = 4 CIKLUSA

nanosuspenzija makrosuspenzija

Slika 5. Shematski prikaz postupka izrade nanokristala djelatne tvari metodom visokotlatnog homogeniziranja
na principu klipa i uskog otvora: suspenzija Cestica djelatne tvari prolazi kroz mali otvor (=5 um) pod tlakom
(= 1500 bar), jake sile smicanja i vrtloZni protok smanjuju veli¢inu éestica djelatne tvari do nanometarskih dimen-
zija; shematski su prikazana Cetiri serijski spojena visokotlatna homogenizatora pri ¢emu se jednim prolazom
obavljaju ¢etiri homogenizacijska ciklusa, a §to skracuje vrijeme izrade; primjerice, ako se koristi komercijalno
dostupan homogenizator kapaciteta 1 000 kg/h za obradu jedne tone nanosuspenzije potrebno je utroSiti 20 sati,
odnosno provesti 20 homogenizacijskih ciklusa; dok se u slucaju povezivanja 4 takva homogenizatora u seriju
vrijeme obrade nanosuspenzije skracuje na 5 sati (12, 15).

Metoda visokotla¢nog homogeniziranja primjenjuje se u farmaceutskoj ili pre-
hrambenoj industriji za izradu liposoma i emulzija. Multifunkcionalnost relativno
skupe opreme predstavlja znacajnu prednost, a farmaceutsko-tehnoloski oblik defi-
nira tip koriStenog homogenizatora. Dodatni ¢imbenici koji odreduju procesne uvijete
su vrsta i ¢vrstoca ishodne sirovine te maksimalni tlak koji uredaj moze postié¢i (vedi
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tlak osigurava brze usitnjavanje). Moguénosti onecis¢enja produkta izradenog visoko-
tlatnim homogeniziranjem uslijed abrazije materijala uredaja znatno su manje u
usporedbi s produktom koji je izraden vlaznim mljevenjem. Iako se koriste uglavnom
Celi¢ni dijelovi, zabiljezena oneci$éenja gotovo su zanemariva. Usporedna su ispitiva-
nja pokazala da je nanosuspenzija nakon 20 prolaska kroz homogenizator uz tlak od
1500 bar onecis¢enas manje od 1 ppm Zeljeza. Abrazija materijala opreme moguca je
u slucajevima kada se obraduje izrazito tvrd materijal u homogenizatorima koji rade
na principu klipa i uskog otvora. Vrh je vijka homogenizatora relativno male povrsine
u usporedbi s volumenom suspenzije koja prolazi kroz uski otvor. Zbog toga moderni
homogenizatori imaju vijke s kerami¢kim vrhovima koji mogu izdrzati procesne
uvjete. '

Za razliku od vlaznog mljevenja, u¢inkovitost smanjenja veli¢ine cestica visoko-
tlaénim homogeniziranjem vie ovisi o fizi¢ko-kemijskim svojstvima djelatne tvari, a
raspodjela je veli¢ina Cestica izradenog produkta varijabilnija. Mogude je opéenito reci
da je visokotla¢na homogenizacija metoda izbora za relativno meke sirovine koje bi
imale tendenciju razmazivanja u slu¢aju obrade nekom drugom metodom, primjerice
vlaznim mljevenjem (7, 16).

Kombinirani postufsci

S ciljem prevladavanja problema u vidu zacepljenja dijelova uredaja pri obradi
sirovina relativno velikih éestica (npr. u slu¢aju visokotlatnog homogeniziranja) i/ili
problema relativno dugog vremena obrade (npr. u slucaju vlaznog mljevenja kada
ukupno vrijeme obrade ovisi o dimenzijama opreme i znadajno se povecava u proi-
zvodnji velikih serija), razvijene su kombinirane tehnologije.

Prvi kombinirani postupak zasticen je pod nazivom NanoEdge™ tehnologija
(Baxter). Takva tehnologija uklju¢uje predobradu sirovine djelatne tvari taloZzenjem, a
potom slijedi postupak smanjenja velic¢ine éestica visokotlatnim homogeniziranjem.
Veliki je nedostatak takvog postupka prisutnost nevodenog medija u kona¢noj nano-
suspenziji. Nevodeno se otapalo moze ponasati kao suotapalo i tako nepovoljno utje-
cati na stabilnost kona¢nog oblika. U vecini je slu¢ajeva nevodeno otapalo potrebno
ukloniti kako bi se izbjegao problem Ostwaldovog zrenja nanosuspenzije. S ciljem
rjeSavanja ovog problema, razvijeni su alternativni kombinirani postupci koji su zasti-
¢eni pod nazivom smartCrystal® tehnologija (Soligs/Abbvie). Tehnologija obuhvaca
predobradu sirovine su$enjem raspriivanjem (H42 postupak), talozenjem (HG9
postupak), liofilizacijom (H96 postupak) ili vlaznim mljevenjem (CT postupak), a
nakon ¢ega slijedi glavni postupak visokotlacnog homogeniziranja (HPH postupak).
Primjerice, uklanjanjem organskog otapala suSenjem rasprsivanjem izraduje se fini
pocetni materijal koji se visokotlatnim homogeniziranjem u¢inkovito usitnjava isklju-
¢ivo u vodenom disperzijskom sredstvu. Predobrada sirovine postupkom liofilizacije
prikladna je za termolabilne materijale ili kad je potrebno izraditi vrlo male Cestice
nanokristala skupe djelatne tvari. Takvi pristupi znatno skra¢uju vrijeme glavnog
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postupka visokotlacnog homogeniziranja, a izradena nanosuspenzija je poboljsane
fizicke stabilnosti i sadrZi ¢estice manje od 100 nm. Bududi da je takav pristup rela-
tivno nov, nisu u potpunosti poznati ¢imbenici koji utje¢u na poboljsanje smanjenja
veli¢ine Cestica, ali ¢ini se da prilagodba kristalnog oblika djelatne tvari i/ili prevode-
nje djelatne tvari u amorfno stanje imaju kljuénu ulogu. Treba imati na umu da svaki
dodatni procesni korak pridonosi slozenosti postupka obrade djelatne tvari i tako
znacajno povecava troskove proizvodnje. Zbog toga se kombinirani postupci koriste
samo ako nije moguée primijeniti relativno rutinske postupke kao $to su vlazno mlje-
venje ili visokotla¢no homogeniziranje (7, 14, 16).

Poboljsanje stabilnosti nanosuspenzije djelatne tvari

Postupcima nanoniziranja krutine djelatne tvari znacajno se povecava specifi¢na
povrsina takve sirovine pri ¢emu je grani¢na povr$ina ¢vrsto/tekude kao i slobodna
Gibbsova energija nanosuspenzije zna¢ajno poveéana. Uslijed toga nanosuspenzije
su termodinamicki nestabilni sustavi s izrazenom tendencijom stvaranja nakupina
primarnih nanokristala (aglomerata) ili rasta kristala. Upravo su glavna ogranicenja
primjene tehnologije nanokristala u farmaceutskoj industriji povezana uz probleme
stabilnosti izradene nanosuspenzije djelatne tvari. Ostwaldov mehanizam zrenja nano-
suspenzije i aglomeracija nanokristala djelatne tvari glavni su uzro¢nici nestabilnosti
nanosuspenzije.

Problemi stabilnosti nanosuspenzija djelatne tvari pri izradi i ¢uvanju

Kada su u nanosuspenziji prisutni nanokristali djelatne tvari razli¢itih veli¢ina
unutar nanometarskog raspona dimenzija, manji nanokristali se otapaju brze i bolje
u odnosu na veée nanokristale. Zbog toga je oko manjih nanokristala ve¢a koncentra-
cija otopljene djelatne tvari u odnosu na koncentraciju otopljene djelatne tvari oko
vedih nanokristala. Na taj se nacin uspostavlja koncentracijski gradijent otopljene
djelatne tvari uslijed kojeg molekule otopljene djelatne tvari iz mikrookoline manjih
nanokristala difundiraju u mikrookolinu veéih nanokristala. Uslijed tog procesa
stvara se prezasi¢ena otopina djelatne tvari oko veéih nanokristala i odvija se kristali-
zacija djelatne tvari na povrsini ve¢ih nanokristala (slika 6). Opisanim mehanizmom
povecava se veli¢ina nanokristala u polidisperznim nanosuspenzijama djelatne tvari
koji se naziva Ostwaldov mehanizam zrenja nanosuspenzije. Takvo zrenje moze biti
izrazeno veé pri samoj izradi nanosuspenzija (primjerice, procesna u¢inkovitost
metoda smanjenja veli¢ine Cestica moze biti znacajno smanjena) ili tijekom skladiste-
nja takvih oblika. Ogranicavanje ili sprje¢avanje Ostwaldovog zrenja nanosuspenzije
vazan je aspekt razvoja nanosuspenzijskih farmaceutskih oblika. Opisani problem
mogude je rijesiti kori$tenjem stabilizatora, izradom relativho homogenih nanosus-
penzija ili izradom suhih farmaceutskih oblika postupcima liofilizacije ili susenja ras-
prsivanjem, a koji se neposredno prije primjene (ex tempore) prevode u nanosuspen-

zije (17).
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Slika 6. Shematski prikaz Ostwaldovog mehanizma zrenja nanosuspenzije; polidisperzna nanosuspenzija sadrii

nanokristale djelatne tvari razlicitih veli¢ina unutar nanometarskog raspona, manji nanokristali se bolje i brze

otapaju u odnosu na vece nanokristale pa se uspostavlja koncentracijski gradijent zbog kojega otopljena djelatna

tvar difundira i taloZi se na povrSini vecih nanokristala djelatne tvari, a $to u konacnici rezultira povecanjem
veli¢ine Cestica nanosuspenzijama (18).

Drugi uobicajeni problemi stabilnosti nanosuspenzija odnose se na procese
aglomeracije, taloZenja i kemijske razgradnje nanokristala djelatne tvari (slika 7). Flo-
kulacija nanosuspenzija rezultat je privla¢nih medudjelovanja ¢estica nanokristala pri
¢emu nastaju aglomerati nanokristala. Najée$ée je posljedica slozenih zbivanja koja su
usko povezana sa svojstvima povrsine nanokristala, prirodom koristenog stabilizatora
i nad¢inima medudjelovanja. Flokulacija je najée$¢e posljedica nakupljanja cestica
nanokristala uslijed adsorpcije stabilizatora na povrsinu nanokristala i/ili neutralizira-
nja naboja na povrsini nanokristala. TaloZenje nanosuspenzije krajnji je slu¢aj njezine
fizitke nestabilnosti. U trenutku kada sila gravitacije aglomerata nanokristala nad-
vlada silu uzgona disperzijskog sredstva nastupa talozenje disperzne nanosuspenzijske
faze. Takvo taloZenje je u pravilu ireverzibilne prirode, a nastali talog nije mogude

redispergirati (17).

Sedimentacija Aglomeracija- Rast kristala Kemijska reakcija

Nestabilnost

Nanosuspenzija

Stabilizacija |

Slika 7. Shematski prikaz mogucih procesa koji rezultiraju fizickom (aglomeracija, taloZenje, rast kristala

Ostwaldovim mehanizmom zrenja nanosuspentzije) i kemijskom (razgradnja djelatne tvari) nestabilno$cu djelatne

tvari u obliku nanosuspenzije, kao i natina povecanja stabilnosti nanokristala mehanizmima ionske ili stericke
stabilizacije (19).
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Premda se u novije vrijeme razvijaju postupci izrade nanosuspenzije djelatne
tvari u nevodenoj sredini, ve¢inom danas$njih postupaka izraduju se vodene ili nano-
suspenzije u smjesi vodenog i nevodenog disperzijskog sredstva. U takvoj sredini
kemijske reakcije razgradnje djelatne tvari, prvenstveno foto/hidrolizom i (foto)oksi-
dacijom, predstavljaju znadajan problem kojim je kemijska stabilnost i rok valjanosti
djelatne tvari ograniéen. Rjesenje je navedenih problema izrada nanosuspenzija vrlo
visokog udjela nanokristala djelatne tvari ili izrada suhih nanosuspenzija. U odrede-
nim slu¢ajevima postupci oblaganja nanokristala djelatne tvari sredstvima za stabilizi-
ranje pridonose povecanju kemijske stabilnosti nanosuspenzija (primjerice, u slu¢aju
oblozenih nanokristala omeprazola, kvercetina i kurkumina) jer su molekule djelatne
tvari unutar nanokristalne Cestice zasti¢ene od utjecaja vodene sredine slojem stabili-
zatora adsorbiranog na povrsini nanokristala (17).

.Oblaganje sredstvima za stabiliziranje

S ciljem povecanja stabilnosti nanosuspenzija, nanokristali djelatne tvari oblazu
se sredstvima za stabiliziranje. Najce$ée se koriste povrsinski aktivne tvari (PAT) koje
povedavaju stabilnost nanosuspenzija elektrostatskom stabilizacijom ili polimerni sta-
bilizatori koji poveéavaju stabilnost nanosuspenzija sterickom stabilizacijom. Izbor
prikladne vrste te omjera stabilizatora i nanokristala djelatne tvari u sustavu kriti¢ni
su ¢imbenici postizanja u¢inkovite stabilizacije nanosuspenzija. Sredstva za stabilizi-
ranje koriste se u relativno malim udjelima pri izradi nanosuspenzija; u slu¢aju nano-
kristala djelatne tvari veli¢ine 500 nm, debljina adsorpcijskog sloja stabilizatora je u

rasponu 2—10 nm pri ¢emu taj sloj ¢ini svega 6 % volumena nanokristala djelatne
tvari (20).

Za nanokristale djelatne tvari neutralnog povrsinskog naboja ¢esto se predlaze
kori$tenje anionskih PAT poput natrijevog kolata (nimodipin, ciklosporin), natrije-
vog deoksikolata i natrijevog lauril sulfata (celekoksib, probukol, herpetrion). S ciljem
elektrostatske stabilizacije nanokristala koriste se i lecitini kao amfolitski stabilizatori
(itrakonazol). Od neionskih PAT kao stabilizatori su ispitivani derivati celuloze (npr.
HPMC: karbamazepin, hidrokortizon, fenofibrat, naproksen, griseofulvin, nimodi-
pin), polivinil alkohol (PVA: nitrendipin, fenofibrat), polivinil pirolidon (PVP K30:
celekoksib; PVP K17 i PVP K12: probukol, karbamazepin), polisorbati (npr. polisor-
bat 80: tarazepid, amfotericin B, hesperetin, celekoksib, fenofibrat) i poloksameri
(poloksamer 188: omeprazol, askularin, tarazepid, amfotericin B, itrakonazol, hespe-
retin, fenofibrat; poloksamer 407: paklitaksel). Od funkcionalnih stabilizatora (tj.
stabilizatora koji pored ucinka poveéanja fizi¢ke stabilnosti nanokristala djelatne tvari
pridonose i pobolj$anju njihove bioraspoloZivosti, primjerice inhibicijom P-glikopro-
teina) ispitivani su vitamin E polietilen glikol 1000 sukcinat (TGPS 1000: paklitak-
sel, baikalin, NVS-102) i kopolimeri aminokiselina (naproksen). Uspjesna stabiliza-
cija nanosuspenzija Cesto se postize oblaganjem nanokristala smjesom navedenih
sredstava za stabiliziranje (5, 20). Najnovija ispitivanja pokazuju moguénost uspjesne
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stabilizacije nanokristala atorvastatina koriStenjem kitozana niske molekulske mase
kao istodobnog elektrostatskog i sterickog stabilizatora (21). Iz gornjeg popisa je
razvidno da su sredstva za stabiliziranje nanokristala pretezno pomocéne tvari odo-
brene za izradu lijekova u farmaceutskoj industriji.

Izrada suhog oblika nanokristala djelatne tvari

Izrada suhog oblika nanokristala djelatne tvari vrlo je éesti nacin povedanja
fizicke i kemijske stabilnosti kona¢nog pripravka tijekom skladiStenja. Pored toga,
suhi oblici lijekova vise su prihvaéeni od bolesnika. Uobi¢ajene metode izrade suhih
oblika su su$enje smrzavanjem — liofilizacija (engl. freeze-drying) i suSenje rasprsiva-
njem (engl. spray-drying). Susenje rasprsivanjem je vise koriStena metoda industrijske
izrade suhih praskastih oblika nanokristala djelatne tvari zbog manjeg utroska vre-
mena i energije te zbog manjeg sadrzaja ostatne vlage u suhom obliku u usporedbi s
metodom susenja smrzavanjem. Istodobno, su$enje smrzavanjem metoda je izbora za
termoosjetljive djelatne tvari. Nakon postupka susenja praskasti se produkt izraduje
standardnim farmaceutsko-tehnoloskim postupcima; primjerice, izrada sterilnih suhih

injekcijskih oblika, praska inhalata, tableta i kapsula (17, 22).

Aglomeracija Cestica nanokristala djelatne tvari neizbjezna je tijekom izrade
suhih praskastih oblika postupcima susenja (slika 8). U nanosuspenzijskom obliku
velika povrsinska energija nanokristala je uravnotezena elektrostatskim i/ili steri¢kim
uc¢inkom stabilizatora adsorbiranog na povrsini Cestica nanokristala. Uklanjanjem
vodenog disperzijskog sredstva ucinak stabilizatora izostaje i nastupa proces aglome-
racije nanokristala.

NANOSUSPENZIJA

,-"”
\PROCES SUSENJA

!5

IREVERZIBILNA REVERZIBILNA
'AGLOMERACUA  AGLOMERACUA

Slika 8. Aglomeriranje nanokristala djelatne tvari pri izradi suhih farmaceutskih oblika; reverzibilni aglomerati

nanokristala djelatne tvari rekonstitucijom u vodenom disperzijskom sredstvu oblikuju nanosuspenziju

pojedinacnih nanokristala, dok ireverzibilne aglomerate nanokristala djelatne tvari nije moguce zadovoljavajuce
redispergirati (22).
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Aglomeriranje nanokristala potrebno je u §to veéoj mjeri sprijeciti pri izradi suhih
oblika postupcima susenja. Primjerice, u novije vrijeme razvijena je metoda elektro-
susenja raspr$ivanjem kojom se nanosuspenzija raspr$uje pomocu elektrohidrodinam-
ske sile, a brzi proces susenja sprjecava ireverzibilno aglomeriranje nanokristala. Pri
suSenju smrzavanjem izraduje se nanosuspenzija s dodatkom kriozastitnih sredstava
(primjerice, manitol, laktoza, saharoza, trehaloza, glukoza) koji sprjecavaju aglomeri-
ranje nanokristala te poboljSavaju fizicku stabilnost i svojstva rekonstitucije suhog
oblika. Brzina smrzavanja i omjer udjela djelatne tvari prema udjelu kriozastitnog sred-
stva takoder utje¢u na aglomeriranje nanokristala tijekom postupka susenja smrzava-
njem (17, 22).Problemi povezani uz suhe oblike nanokristala djelatne tvari povezani su
s moguénostima promjene kristalnog oblika. Suhi praskasti produkti u amorfnom sta-
nju bolje su topljivi i ve¢e su brzine otapanja u odnosu na suhe praskaste produkte u
kristalnom obliku. Ipak, amorfni praskasti produkti su termodinamicki manje stabilni
sustavi koji teze promjeni u kristalni oblik poveéane termodinamicke stabilnosti, a $to
u odredenoj mjeri ogranicava rok valjanosti takvih pripravaka. Promjena amorfnog u
kristalni oblik izravno se odrazava na topljivost suhog farmaceutskog oblika, profil
oslobadanja te konac¢no na djelotvornost i sigurnost primjene lijeka (17).

SPECIFICNA BIOFARMACEUTSKA SVOJSTVA DJELATNE
TVARI U OBLIKU NANOKRISTALA

Adhezivnost

Poboljsanje adhezivnosti djelatne tvari u obliku nanokristala posljedica je zna-
¢ajnog povecanja broja Cestica nanokristala i njihove specifitne povr$ine postupcima
nanoniziranja. Ve¢ je spomenuto da se smanjenjem veli¢ine jedne cestice djelatne
tvari veli¢ine 100 pm postupkom nanoniziranja izraduje 125 000 000 Cestica veli¢ine
200 nm pri ¢emu se specifiéna povrsina uzorka povecava 5 000 puta. Takav iznimno
veliki broj malih ¢estica nanokristala zna¢ajno bolje prijanja na povrinu membrane
preko koje se djelatna tvar apsorbira. U odnosu prema jednom kontaktu ¢estice dje-
latne tvari veli¢ine 100 pm, smanjenjem veli¢ine Cestica djelatne tvari do 200 nm
ostvaruje se 125 000 000 kontakata s apsorpcijskom membranom (slika 9). Opéenito
su predlozene 4 glavne teorije koje nastoje objasniti poboljsanu adhezivnost nanoce-
stica na apsorpcijskoj membrani, a koje su u odredenoj mjeri primjenjive i na nano-
kristale djelatne tvari; elektrostatska teorija (medudjelovanja povr$ine nanocestice i
apsorpcijske membrane osnivaju se na elektrostatskim privla¢nim silama), adsorpcij-
ska teorija (medudjelovanja povr$ine nanodestica i apsorpcijske membrane osnivaju
se na privla¢nim vodikovim i van der Waalsovim vezama), difuzijska teorija (medu-
djelovanja povr§ine nanocestice i apsorpcijske membrane osnivaju se molekulskom
ispreplitanju polimernih lanaca povrsine nanocestice i proteina apsorpcijske mem-
brane), teorija zarobljavanja (engl. trapping theory) (osniva se na produljenom zadrza-
vanju nanodestica na neravnoj povrsini apsorpcijske membrane) (22-23).
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APSORPCIJSKA MEMBRANA
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Slika 8. Aglomeriranje nanokristala djelatne tvari pri izradi suhih farmaceutskih oblika; reverzibilni aglomerati

nanokristala djelatne tvari rekonstitucijom u vodenom disperzijskom sredstvu oblikuju nanosuspenziju

pojedinaénih nanokristala, dok ireverzibilne aglomerate nanokristala djelatne tvari nije'moguce zadovoljavajuce
redispergirati (22).

Poboljsana svojstva adhezivnosti nanokristala djelatne tvari znacajno utje¢u na
njezina druga biofarmaceutska svojstva (primjerice, produljeno zadrzavanje na apsor-
pcijskoj membrani, poveéani obim apsorpcije, poboljsanu bioraspolozZivost), posebno
u slu¢aju oralnog i ne-parenteralnih nacina primjene (primjerice, dermalne, pulmo-
nalne, oftalmicke) gdje se djelatna tvar u primjerenom farmaceutskom obliku primje-
njuje izravno na membranu preko koje se odvija njezina apsorpcija (10). Uklapanjem
nanokristala djelatne tvari u gelove mukoadhezivnih svojstava ili oblaganjem nano-
kristala mukoadhezivnim polimerima moguée je dodatno poboljsati svojstva njihove
adhezivnosti na apsorpcijskoj membrani (22).

Apsorpcija

Poboljsana apsorpcija djelatne tvari u obliku nanokristala posljedica je njihove
poveéane topljivosti (¢,), brzine otapanja (de,/d#) na mjestu apsorpcije te prethodno
objasnjenih svojstava pobolj$ane adhezivnosti na apsorpcijskoj membrani. Zbog
povecane topljivosti i brzine otapanja znacajno se povecava koncentracijski gradijent
otopljene djelatne tvari izmedu odjeljka gdje se djelatna tvar otapa i odjeljka u koji
djelatna tvari stize nakon prijenosa kroz apsorpcijsku membranu. Najbrza apsorpcija
postize se u probavnom sustavu zbog volumena medija raspolozivog za otapanje
nanokristala djelatne tvari (7, 22). Nakon pojedinih ne-parenteralnih nacina pri-
mjene nanokristala djelatne tvari gdje je volumen medija raspoloziv za otapanje rela-
tivno ogranicen (primjerice nakon #7. primjene) mogude je pretpostaviti sporije ota-
panje i postizanje produljenog uéinka djelatne tvari. To su slucajevi u kojima je
mogude ocekivati produljeni udinak djelatne tvari u obliku nanokristala, a koji je,
pored ostalih specifi¢nosti pojedinog mjesta primjene, u najvecoj mjeri odreden volu-
menom medija koji je raspoloziv za otapanje (18).
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Fizioloske uvjete unutar pojedinih dijelova probavnog sustava znacajno mijenja
hrana; primjerice, u Zelucu se uz hranu odgada njegovo prainjenje, povecava pH,
izlu¢ivanje Zelucane kiseline i pepsina, motilitet, volumen Zelu¢anih sokova; u tan-
kom se crijevu uz hranu povec¢ava koncentracija zuénih kiselina, probavnih enzima
(lipaza, amilaza i proteaza) te crijevni protok krvi, motilitet i osmolarnost, a smanjuje
ukupni raspolozivi volumen probavnih sokova (24). Upravo se zbog utjecaja hrane na
fiziologiju pojedinih dijelova probavnog sustava uz hranu mijenja brzina otapanja
tesko topljivih djelatnih tvari koje nisu u obliku nanokristala. Opéenito je moguce
primijetiti da se brzina otapanja povecéava jer navedeni procesi probave hrane (naro-
¢ito masne hrane) povoljno utje¢u na brzinu otapanja tesko topljivih djelatnih tvari,
odnosno povecéavaju brzinu i obim apsorpcije. Upravo je iz takvih razloga potrebna
posebna pozornost pri izdavanju lijekova i savjetovanju bolesnika u slu¢ajevima kada
je lijek potrebno primijeniti uz hranu. Naime, poznato je zna¢ajno smanjenje bioras-
polozivosti i djelotvornosti lijeka u slu¢ajevima kada se takve djelatne tvari primijene
bez hrane, a $to je posebno znadajno za djelatne tvari uske terapijske $irine. Suprotno
tome, kada se veli¢ina ¢estica djelatne tvari smanji do nanometarskog raspona dimen-
zija povecava se njezina topljivost i brzina otapanja do te mjere da hrana i s njom
povezane fizioloske promjene probavnog sustava nemaju gotovo nikakav utjecaj.
Drugim rije¢ima, nanokristali djelatne tvari se jednako dobro i brzo otapaju u lumenu
probavnog sustava neovisno o tome radi li se o stanju gladovanja ili sitosti, odnosno
tehnologija nanokristala u potpunosti eliminira utjecaj hrane na apsorpciju tesko
topljivih djelatnih tvari nakon oralne primjene (slika 10). U literaturi se ¢esto navodi
primjer fenofibrata kojemu je obim apsorpcije 30-50 % u stanju gladovanja i 60-90 %
u stanju sitosti. Nakon §to se Cestice fenofibrata usitne do nanometarskog raspona
dimenzija potpuno se eliminira utjecaj hrane na njegovu apsorpciju nakon oralne
primjene. Istodobno, primjenom tehnologije nanokristala povecava se ujednacenost

MIKROKRISTALI NANOKRISTALI

STANJE SITOSTI . —
STANJE GLADOVANJA . —> '.-
L J

Slika 10. Brzina oralne apsorpcije mikroniziranih Gestica tesko topljive djelatne tvari odredena je njihavom brzinom
otapanja u stanju gladovanja i sitosti (A). Brzina oralne apsorpcije nanokristala tesko topljive djelatne tvari odre-
dena je njihovombrzinom prijenosa preko apsorpcijske membrane neovisno o stanjugladovanjai sitosti (B} (23).
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raspodjele nanokristala djelatne tvari u teku¢inama probavnog sustava nakon dezin-
tegracije farmaceutskog oblika (primjerice tablete ili kapsule) i tako se izbjegava uspo-
stavljanje velikih lokalnih koncentracija djelatne tvari, a §to znacajno pridonosi sma-
njenju mogucénosti nadrazaja sluznice probavnog sustava (11, 22-23).

BioraspoloZivost

Kao posljedica prethodno opisanih fizicko-kemijskih (povecana topljivost, brzina
otapanja i specifi¢na povrsina) i biofarmaceutskih (pobolj$ana svojstva adhezivnosti,
eliminacija utjecaja hrane na apsorpciju iz probavnog sustava) znacajki djelatne tvari
u obliku nanokristala, bioraspolozivost je takve djelatne tvari znacajno pobolj$ana u
usporedbi s djelatnom tvari u mikrometarskom ili ve¢em rasponu dimenzija. Dobar
primjer je danazol, tesko topljivi inhibitor gonadotropnog hormona. Apsolutna je
bioraspoloZivost mikrosuspenzije danazola (200 mg, 10 pm) svega 5,2 %, dok je apso-
lutna bioraspoloZivost danazola u obliku nanosuspenzije (200 mg, 169 nm) 82,3 %.
Istodobno, mijenjaju se i drugi farmakokineti¢ki parametri nanosuspenzije danazola;
skracuje se vrijeme potrebno za postizanje vr$nih koncentracija djelatne tvari (7;,,,) i
15 puta se povecava vr$na koncentracija djelatne tvari u plazmi (C,,,,,). Tako velike
razlike u farmakokinetickim parametrima upucuju na mogucnost zna¢ajnog smanje-

nja doze danazola oblikovanog u nanosuspenziju u odnosu na mikrosuspenziju dana-
zola (10, 23).

Djelotvornost

Ispitivanje udinka tesko topljivih djelatnih tvari koje su svrstrane u II. i/ili IV.
BCS skupinu u uvjetima in vitro Cesto je otezano zbog problema njihove topljivosti.
Najée$ée se problemati¢na topljivost djelatne tvari rjeSava otapanjem djelatne tvari u
smjesi vodenog i organskog otapala u kojoj je djelatna tvar znatno topljivija. Medu-
tim, koriStenje organskog otapala je veliki problem kada se rezultati ispitivanja in
vitro nastoje potvrditi ispitivanjima in vive. U¢inak organskog otapala na rezultate
ispitivanja na in vivo modelu ne bi trebalo zanemariti, a izostavljanje organskog ota-
pala pri in vivo ispitivanjima naj¢e$ée rezultira talozenjem djelatne tvari zbog njezine
ogranicene topljivosti u fizioloskim tekué¢inama. Upravo tehnologija nanokristala osi-
gurava rje$enje navedenih problema tijekom ranih faza istrazivanja i razvoja novih
djelatnih tvari. Naime, nanoniziranjem novosintetiziranog praskastog tesko topljivog
produkta postize se topljivost koja je zadovoljavajuca za razlic¢ita probirna in vitro
ispitivanja i za in vivo ispitivanja njegovog ucinka, a bez potrebe za koristenjem organ-
skih otapala (23).

Brojnim in vive ispitivanjima opazena su poboljsanja lokalne ili sistemske ucin-
kovitosti nanonizirane djelatne tvari u usporedbi sa standardno usitnjenom djelat-
nom tvari. Primjerice, zbog pobolj$anih svojstava adhezivnosti nanokristala antimi-
krobne djelatne tvari, nakon oralne primjene poboljsava joj se lokalni antimikrobni
ucinak zbog izravnog medudjelovanja s uzro¢nicima infekcije smjestenim u sluznici

374



J. Lovric, A. Hafner, M. Radikovi¢, M. Jureti¢, M. Diirrigl, G. Perina Lakos, I. Pepi¢: Nanokristali djelatne tvari: fizicko-kemijska,
farmaceutsko-tehnoloska, biofarmaceutska i terapijska svojstva, Farmaceutski glasnik 71, 7-8/2015

probavnog sustava. Opazena pobolj$anja sistemskog ucinka nanokristala djelatne
tvari naj¢esce su posljedica poboljsanih farmakokineti¢kih svojstava. Kako se nano-
kristali djelatne tvari bolje apsorbiraju i postizu znatno veéu bioraspolozivost, tako je
mogude ocekivati i pobolj$anje bioraspolozivosti u oboljelom tkivu i s tim povezano
poboljsanje terapijskog udinka. Primjerice, oralnom primjenom nanosuspenzije amfo-
tericina B za 28,6 % smanjuje se broj mikroorganizama u jetri koristenjem eksperi-
mentalnog modela infekcije na misu, dok broj mikroorganizama u jetri ostaje nepro-
mijenjen primjenom oralne suspenzije amfotericina B standardnog raspona veli¢ine
Cestica (20, 23). Ipak, razvoj nanokristala djelatne tvari s ciljanim u¢inkom jo$ uvijek
je u relativno ranoj fazi i pretpostavlja se da je potrebno priéekati jo§ odredeno vri-
jeme do odobravanja takvog lijeka.

TERAPIJSKA PRIMJENA DJELATNE TVARI U OBLIKU
NANOKRISTALA

Oralna primjena djelatne tvari u obliku nanokristala na podru¢ju

Europske unije

Izrada nanokristala djelatne tvari namijenjene oralnoj primjeni opéenito je
dobar pristup u slu¢ajevima niske ili varijabilne bioraspoloZivosti (posebno kada su
razlike u bioraspolozivosti posljedica utjecaja hrane), primjene relativno velike doze i
odgodenog ucinka djelatne tvari (12).

Prvi je lijek s nanokristalima djelatne tvari (Rapamune®) odobren za primjenu
2000. godine (tablica 1). Proizvoda¢ lijeka je americka tvrtka Wyeth koja je od 2009.
godine u vlasniStvu tvrtke Pfizer. Nanonizirana djelatna tvar je sirolimus, koji se
uglavnom primjenjuje u kombinaciji s ciklosporinom ili kortikosteroidima za sprje-
¢avanje odbacivanja transplantiranog bubrega. U kardiologiji se koristi zbog antipro-
liferativnog udinka za sprjecavanje restenoze uzrokovane hiperplazijom unutarnje
vaskulature nakon ugradnje stenta. Rapamune® je dostupan u obliku tableta mase
370 mg s vrlo malim udjelom nanokristala sirolimusa (1-2 mg). Upravo je smanjenje
velid¢ine Cestica sirolimusa do nanometarskog raspona dimenzija omoguéilo izradu
suhog oralnog oblika lijeka jer problemi farmaceutsko-tehnoloske prirode ne dozvo-
ljavaju izradu tableta s ve¢im udjelom sirolimusa. Nanokristali sirolimusa oslobadaju
se iz tablete u obliku vrlo fine nanosuspenzije. BioraspolozZivost sirolimusa iz tableta
Rapamune® 21% je veéa od bioraspolozivosti oralne suspenzije sirolimusa standar-
dnog raspona veli¢ine cestica. Ostale prednosti tableta Rapamune® u odnosu na
oralnu suspenziju sirolimusa su poboljsanje suradljivosti bolesnika zbog jednostavni-
jeg doziranja, ¢uvanja pri sobnoj temperaturi i produljenog roka valjanosti u odnosu
na oralnu suspenziju (7, 11, 16, 20, 22).

Sljede¢i je lijek Emend® koji je odobren 2003. godine, a proizvodac je nizozemska
tvrtka Merck Sharp & Dohme B.V. (tablica 1). Djelatna je tvar aprepitant nanome-
tarskog raspona dimenzija izradena u obliku tvrdih Zelatinskih kapsula. Primjenjuje
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se u prevenciji postoperativne muénine i povracanja u odraslih te prevenciji muénine
i povradanja povezanih s emetogenom kemoterapijom raka. Apsorbira se u gornjem
dijelu probavnog sustava. Znadajno povecanje povr$ine postupkom nanoniziranja
rezultira brzim otapanjem, brzom apsorpcijom i poboljsanom bioraspoloZivos¢u uz
eliminaciju utjecaja hrane na bioraspolozivost nakon oralne primjene. Tablete izra-
dene od mikroniziranog aprepitanta sadrze prevelike doze djelatne tvari zbog kojih je

zabiljezena povecéana ucestalost nuspojava (vrtoglavica uslijed induciranih serotonin-
skih receptora) (7, 11, 16, 20, 22).

Tricor® je FDA odobrila 2004. godine. Proizvodac za europsko trziste je francu-
ska tvrtka Recipharm. Djelatna je tvar fenofibrat u obliku nanokristala (tablica 1).

Tablica 1. Lijekovi za oralnu primjenu odobreni na podrucju Europske unije koji su proizvedeni s djelatnom tvari
u obliku nanokristala (25—-26).

Djelatna Glavna Farmaceutski Zasti¢eni naziv Postunak odobravania u EU**
tvar indikacija oblik lijeka (Proizvodac*} P )
Sirolimus ~ Odbacivanje  Tableta Rapamune® CP:
presatka, (Phizer Ireland — MAH: Phzer Ltd,
presadivanje Pharmaceuticals, Tadworth, UK
bubrega Dublin, IE)
Fenofibrat  Hiperkole- Tableta Tricor®/ MRP:
sterolemija Lypanthyl”/ — RMS: DE
Lipidil” ~ CMS: AT, BE, CZ, FI FR,
(Recipharm, EL, ES, HU, IE, IT, LU,
Fontaine, FR) PL, SK
— MAH u RMS: Abbott
Arzneimitte]l GmbH,
Wiesbaden, DE
- NP: HR
Aprepitant  Postoperativna  Kapsula Emend’ CP:
mudénina i (Merch Sharp - MAH: Merck Sharp and
povracanije, and Dohme BV, Dohme, Hoddesdon, UK
povracanje, rak - Haarlem, NL)

Napomene: *Proizvoda¢ odgovoran za pustanije serije lijeka u promet naveden u uputi o lijeku
odobrenoj u EU; **izvor podataka EMA, HMA, nacionalna regulatorna tijela

Kratice: AT, Austrija; BE, Belgija; CMS, drzava sudionica u postupku (concerned member state);
CP, centralizirani postupak; CZ, Ceska; DE, Njemacka; EL, Gréka; EMA, Europska agencija za
lijekove (European Medicines Agency); ES, Spanjolska; FI, Finska; FR, Francuska; HMA, Heads
of Medicines Agencies; HR, Hrvatska; HU, Madarska; IE, Irska; IT, Italija; LU, Luksemburg;
MAH, nositelj odobrenja za stavljanje lijeka u promet (marketing authorisation holder); MRD,
postupak medusobnog priznavanja (mutual recognition procedure); NL, Nizozemska; NP,
nacionalni postupak; PL, Poljska; RMS, referentna drzava ¢lanica (reference member state);
SK, Slova¢ka; UK, Ujedinjeno Kraljevstvo

376



J. Lovric, A. Hafner, M. Radikovic, M. Jureti¢, M. Diirrigl, G. Perina Lakos, I. Pepi¢: Nanokristali djelatne tvari: fiziCko-kemijska;
farmaceutsko-tehnoloska, biofarmaceutska i terapijska svojstva, Farmaceutski glasnik 71, 7-8/2015

Tricor® je indiciran u odraslih bolesnika s primarnom hiperkolesterolemijom ili mije-
$anom dislipidemijom (Fredrickson IIa i IIb tipa) jer povecava razinu kolesterola lipo-
proteina visoke gustoce, a snizava razinu triglicerida, kolesterola lipoproteina niske
gustoée, ukupnog kolesterola i apolipoproteina B. Apsorpcija iz lumena crijeva i bio-
raspolozivost nenanoniziranih oblika fenofibrata generalno ovise o utjecaju hrane; uz
hranu se apsorpcija pove¢ava za 35 % u odnosu na apsorpciju bez hrane. Izradom
lijeka s nanokristalima fenofibrata eliminira se utjecaj hrane na apsorpciju i bioraspo-
loZivost. Tehnologija nanokristala omogucuje smanjenje doze fenofibrata; primjerice
pojedina¢na doza od 145 mg nanokristala fenofibrata (obloZena tableta) bioekviva-
lentna je s dozom od 160 mg mikroniziranog fenofibrata (oblozena tableta) i dozom
od 200 mg fenofibrata (kapsula) standardnog rasponavelicine ¢estica (7, 11, 16, 20, 22).

Parenteralna primjena djelatne tvari u obliku nanokristala na podrugju

Europske unije

Lijekovi za parenteralnu primjenu koji se osnivaju na tehnologiji nanokristala u
danasnje su vrijeme namijenjeni iskljucivo im. primjeni, dok za sada u terapijskoj
primjeni nema lijekova za 7v. ili sc. primjenu (18).

Prvi lijek (Xeplion®/ Janssen Pharmaceutica NV) za im. primjenu odobren je
2009. godine, a sadrzi nanonizirani paliperidon palmitat izraden zasti¢enom Nano-
Crystal® tehnologijom koji se primjenjuje u obliku nanosuspenzije koja je napunjena
u $trcaljku (tablica 2). Nakon primjene nanosuspenzija paliperidon palmitata poka-
zuje produljeno oslobadanje i uc¢inak. Niska viskoznost i mali injekcijski volumen
koji je posljedica visokog udjela nanonizirane djelatne tvari (0,25-1,5 mL) nanosus-
penzije smanjuju lokalnu bol pri primjeni, a $to je inade ¢esta nuspojava takvog nadina

primjene lijeka (7, 16, 18, 20, 22).

Drugi je lijek na europskom trzistu Zypadhera® (Lilly Pharma Fertigung und
Distribution GmbH & Co) koja sadrzi nanokristalni oblik olanzapina, antipsihotika
sirokog spektra djelovanja (tablica 2). Radi se o nanosuspenziji s produljenim osloba-
danjem namijenjenoj im. injekcijskoj primjeni koja se ex tempore izraduje iz liofilizata
nanokristala olanzapina i sredstva za dispergiranje (voda, Na-karboksimetilceluloza,
manitol, polisorbat 80). Koristi se kao terapija odrzavanja u odraslih bolesnika sa
shizofrenijom koji su odgovarajuée stabilizirani oralnim oblikom olanzapina tijekom
lije¢enja akutne faze (7, 16, 18, 20, 22).

Nanosuspenzije djelatne tvari za 7v. primjenu intenzivno se razvijaju i ispituju.
U brojnim slu¢ajevima iv. nanosuspenzije djelatne tvari bolje su podnofljive u uspo-
redbi s 7v. otopinama djelatne tvari. Postupci sterilne izrade nanosuspenzija za paren-
teralnu primjenu kompatibilni su sa standardnim industrijskim linijama za izradu
sterilnih proizvoda; primjerice, asepti¢ka izrada, sterilna filtracija, toplinski postupci
sterilizacije ili sterilizacija gama-zra¢enjem (7, 18).
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Tablica 2. Lijekovi za parenteralnu primjenu odobreni na podrucju Europske unije koji su proizvedeni s
djelatnom tvari u obliku nanokristala (25-26).

Djelatna Glavna Farmaceutski Zasticeni naziv lijeka Postupak

tvar indikacija oblik {Proizvodac*) odobravanja u EU**

Olanzapin  Shizofrenija Prasak i otapalo Zypadhera® (Lilly CP:
za suspenziju Pharma Fertigung und  _ MAH: Eli Lilly
za injekciju s Distribution GmbH & Nederland BV,
produljenim Co.KG, Gieflen, DE) Houten, NL
oslobadanjem (im.)

Paliperidon Shizofrenija Suspenzija Xeplion” (Janssen CP:
za injekciju s Pharmaceutica NV, — MAH:
produljenim Beerse, BE) Janssen-Cilag

oslobadanjem (im.) International NV,

Beerse, BE
Napomene: *Proizvodac odgovoran za pustanje serije lijeka u promet naveden u uputi o lijeku
odobrenoj u EU; **izvor podataka EMA, HMA, nacionalna regulatorna tijela

Kratice: BE, Belgija; CP, centralizirani postupak; DE, Njemacka; EMA, Europska agencija za
lijekove (European Medicines Agency); HMA, Heads of Medicines Agencies; MAH, nositel;
odobrenja za stavljanje lijeka u promet (Marketing Authorisation Holder); NL, Nizozemska.

Ovisno o veli¢ini, kristalnom ili amorfnom stanju te topljivosti i brzini otapanja
nanokristala djelatne tvari opéenito je moguce postic¢i farmakokineticki profil koji je
jednak ili razli¢it od farmakokinetickog profila otopine iste djelatne tvari. U slucaju
trenutnog otapanja nanokristala djelatne tvari (< 200 nm) u sistemskoj cirkulaciji
nakon iv. primjene farmakokineti¢ki profil je jednak farmakokinetickom profilu zv.
primijenjene otopine djelatne tvari, a takvi su pripravci prikladni kada je potrebno
posti¢i brzi uéinak. U slu¢aju nanosuspenzija potrebno je primijeniti znatno maniji
volumen (< 10 mL) zbog velikog udjela nanonizirane djelatne tvari (£ 10 %) u uspo-
redbi s primjenom relativno velikih volumena otopine iste djelatne tvari (od 100 mL
pa sve do ¢ak i nekoliko litara). Istodobno, odredene tesko topljive djelatne tvari
mogude je primijeniti u zadovoljavaju¢e malom volumenu u obliku injekcijskih oto-
pina, ali je za njihovu izradu potrebno koristiti relativno velike udjele sredstava za
povecanje topljivosti (primjerice, solubilizacija paklitaksela pomo¢u Cremophora EL
ili kompleksacija itrakonazola pomocu hidroksipropil-B-ciklodekstrina). Upravo su
sredstva za povecanje topljivosti povezana s nuspojavama takvih lijekova, primjerice
anafilakticki Sok (Cremophor EL) ili nefrotoksi¢nost (hidroksipropil-p-ciklodekstrin).
Navedene nedostatke odobrenih lijekova mogucée je prevladati izradom nanosuspen-
zija za parenteralnu primjenu takvih djelatnih tvari pri éemu je moguée koristiti sta-
bilizatore boljeg sigurnosnog parenteralnog profila (npr. polisorbat 80 ili poloksamer
188). U slucaju produljenog otapanja nanokristala djelatne tvari (>200 nm / <2000
nm) u sistemskoj cirkulaciji nakon iv. primjene farmakokineticki profil je razli¢it od
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farmakokinetickog profila nakon iv. primijenjene otopine djelatne tvari; smanjuju se
vrijednosti vr$ne koncentracije djelatne tvari u plazmi (C,,,,), dok se vrijednosti pri-
vidnog volumena raspodjele (V}) i vremena polueliminacije (77/,) poveéavaju. Pret-
postavlja se da bi se takvim nanosuspenzijama djelatne tvari mogao posti¢i produljeni
i/ili ciljani uc¢inak te bi se djelatna tvar mogla nakupljati u organima bogatim mono-
nuklearnim fagocitnim sustavom (jetra, slezena, plu¢a) i da bi takve nanosuspenzije
mogle biti primjerene za lije¢enje bolesti povezane s makrofagima (infekcije, autoi-
mune bolesti krvi, reumatoidni artritis) (7, 18).

Stabilnost djelatne tvari u obliku nanokristala potrebno je ispitati u skladu sa
specifi¢nim biorelevantim uvjetima svakog pojedina¢nog puta primjene. Tako pri-
mjerice, iv. primijenjeni nanokristali djelatne tvari moraju zadrzati bitne znacajke
njihove fizicke stabilnosti jednako kao i zadovoljavajuéa svojstva njihove strukturne
cjelovitosti s ciljem osiguravanja produljenog zadrzavanja u sistemskoj cirkulaciji i
povecane izlozenosti djelatnoj tvari (AUC) u usporedbi s jednakim parametrima
nakon iv. primjene standardnog farmaceutskog oblika djelatne tvari. Glavni ¢imbe-
nici koji utje¢u na biofarmaceutska svojstva nanokristala djelatne tvari nakon 7v. pri-
mjene ukljucuju: udio, veli¢inu i raspodjelu veli¢ine, oblik te povrsinski naboj i
hidrofilno-hidrofobna svojstva povr$ine Cestica nanokristala. Istodobno, vazni su i
parametri povezani s na¢inom zv. primjene, poput brzine infuzije. Povrsinski naboj i
hidrofilno-hidrofobna svojstva povr$ine &estica nanokristala najée$¢i su uzrocnici
nestabilnosti takvog farmaceutskog oblika u sistemskoj cirkulaciji. Naime, nakon
infuzijske primjene mijenjaju se uvjeti pH i ionske jakosti sredine u kojoj se nalaze
nanokristali djelatne tvari, a koji znacajno utje¢u na povrsinski naboj (zeta-potencijal)
destica nanokristala. Izrazene promjene povr$inskog naboja ¢estica nanokristala dje-
latne tvari mogu rezultirati njihovom aglomeracijom (17).

Ne-parenteralna primjena djelatne tvari u obliku nanokristala

Izrada lijekova s djelatnom tvari u obliku nanokristala pristup je koji je moguée
primijeniti u razli¢itim ne-parenteralnim nacinima primjene lijeka; primjerice, der-
malnoj (27), pulmonalnoj (28), oftalmi¢koj (29) ili bukalnoj (30) primjeni.

Dermalna primjena djelatne tvari u obliku nanokristala

Dermalna primjena djelatne tvari u obliku nanokristala u danasnje se vrijeme
odnosi iskljucivo na dermatokozmeticke pripravke u koje su uklopljeni nanokristali
tesko topljivih biljnih antioksidansa (primjerice, rutina, apigenina i hesperidina)
(16). Trzisno dostupni nanosuspenzijski koncentrati biljnih tvari (5 %, m/m) (pri-
mjerice, rutina: Rutin Submicron Crystals ili hesperidina: smartCrystal-lemon extract)
izradeni su zasti¢cenom smartCrystal® tehnologijom koju je zastitila njemacka tvrtka
PharmaSol. Inade, tvrtka PharmaSol je patentna prava za izradu nanokristala djelatne
tvari u podrudju farmaceutike prodala americkoj tvrtki Abbvie, a zadrzala je patentna
prava za izradu nanokristala u proizvodnji pripravaka koji nisu u podru¢ju farmaceu-
tike, ukljucujudi tako i dermatokozmeticke pripravke.
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Komercijalo dostupni nanosuspenzijski koncentrati biljnih tvari uklapaju se u
gel ili emulzijske podloge tipa ulje u vodi jednostavnim dispergiranjem u zavr$noj fazi
izrade. Dopusteno razrjedenje nanosuspenzijskog koncentrata je najvise 50 puta (pri-
mjerice, naj¢esce se koristi 2 g koncentrata i 98 g podloge) jer koncentracija nanokri-
stala u kona¢nom pripravku mora biti 5-10 puta veéa od njihove topljivosti (31).

Prvi je dermatokozmeticki proizvod s nanokristalima biljne tvari dostupan od
2007. godine u obliku kreme za lice s nanokristalima rutina; linija Juvedical $vicar-
skog proizvodaca JUVENA (Shegokar i Miiller, 2010). Takav inovativni dermatokoz-
meticki pripravak ispitivan je 7z vivo u odnosu na pripravak koji sadrzi topljivi derivat
rutina — rutin glikozid odredivanjem njihove antioksidacijske djelotvornosti (zastita
od UV zradenja, povelanje zastitnog faktora). Iako je udio nanokristala rutina u ino-
vativnom pripravku 500 puta manji u odnosu na udio rutin glikozida u standardnom
pripravku, postignut je 2 puta vedi zastitni faktor inovativnog pripravka. Kada se
uzme u obzir da se s 500 puta manjom dozom postize dvostruko bolji u¢inak, moguée
je zakljuciti da nanokristali rutina imaju 1000 puta ve¢u djelotvornost u odnosu na
rutin glikozid. Naime, nanokristali rutina stvaraju prezasi¢enu otopinu u vodenoj fazi
emulzijske podloge, dok depo ¢ine neotopljeni nanokristali rutina u podlozi. Zbog
izrazenog koncentracijskog gradijenta otopljenog rutina od povrsine prema dubljim
slojevima koZe osigurana je u¢inkovita dermalna apsorpcija rutina (slika 11). Zbog
depoa neotopljenih nanokristala rutina postize se produljeni u¢inak. Sljede¢i derma-
tokozmeticki pripravak koji, medu ostalim tehnologijama, koristi i tehnologiju nano-
kristala dostupan je na trzi$tu od 2009. godine, a sadrzi uklopljene nanokristale hes-
peridina (Platinum Rare / La Prairie) (31). U novije vrijeme sve je vi$e komercijalno
dostupnih nanosuspenzijskih koncentrata koje je moguée koristiti u izradi dermato-
kozmetickih pripravaka, a jednako tako moguée je oéekivati sve vise inovativnih der-
matokozmetic¢kih pripravaka unaprijedene vrijednosti na osnovu tehnologije nano-
kristala.

T cg, dc/dt T koncentracijski gradijent

STRATUM
CORNEUM

Poboljsana dermalna bioraspoloZivost

Slika 11. Shematski prikaz pobolj$avanja dermalne bioraspoloZivosti nakon primjene nanokristala djelatne
tvari (15).

380



J. Lovri¢, A. Hafner, M. Radikovi¢, M. Jureti¢, M. Diirrigl, G. Perina Lakos, I. Pepi¢: Nanokristali djelatne tvari: fizicko-kemijska,
farmaceutsko-tehnoloska, biofarmaceutska i terapijska svojstva, Farmaceutski glasnik 71, 7-8/2015

Pulmonalna primjena djelatne tvari u obliku nanokristala

Djelatnu tvar u obliku nanokristala moguce je primijeniti u pluéa u obliku
vodene nanosuspenzije djelatne tvari pomocu atomizatora (nanokristali djelatne tvari
primjenjuju se u plu¢a u obliku malih kapljica acrosola kojega stvara atomizator) ili u
obliku nanokristala djelatne tvari koji su dispergirani u prasku inhalata (nanokristali
lijeka rasprseni su u nosacu prikladnom za primjenu u pluéa, a prasak s nanokrista-
lima udise se pomocu konvencionalnih inhalatora) (7, 16, 18, 20, 22). Pored brojnih
prednosti nanokristala djelatne tvari u podru¢ju pulmonalne primjene, opazaju se
mnoge poteskoée u vidu sloZene izrade inhalatora, veliéine kapljica aerosola, svojstava
oblika, inhalacijske sposobnosti bolesnika te anatomije respiratornih organa. Takoder
je problemati¢no koristenje stabilizatora kako se ne bi ugrozila sigurnost primjene
pripravka (23).

Najvedi iskorak u podru¢ju pulmonalne primjene uéinjen je s nanokristalima
budezonida izradenih u obliku nanosuspenzije postupkom visokotla¢nog homogeni-
ziranja. Takva nanosuspenzija budezonida stabilna je 1 godinu pri sobnoj tempera-
turi, a za postizanje takve stabilnosti koristeni su lecitin za elektrostatsku stabilizaciju
i tiloksapol za stericku stabilizaciju. Nanosuspenzija je namijenjena lokalnoj terapiji
astme jer je budezonid kortikosteroid jakog lokalnog protuupalnog djelovanja. Kli-
ni¢kim ispitivanjem u zdravih ispitanika utvrdena je djelotvornost i sigurnost pulmo-
nalne primjene nanokristala budezonida (18). Nakon primjene u pluéa nanokristali
budenozida u obliku atomiziranih kapljica acrosola smanjuju gubitak djelatne tvari u
gornjim dijelovima di$nog sustava u usporedbi s mikrokristalima djelatne tvari koji se
odlazu na straznjoj strani usta i grla. To je posebno vazno za kortikosteroidne lijekove
koji se primjenjuju u plu¢a. Njihovo odlaganje u takvim podru¢jima dis$nog sustava
mogucée uzrokuje lokalnu imunosupresiju i nuspojave, kao $to su gljiviéne infekcije
usne Supljine i disfoniju, a §to je sve moguée prevladati koristenjem tehnologije nano-

kristala (23).

Oftalmicka primjena djelatne tvari u obliku nanokristala

Veéina se oftalmickih oboljenja prednjeg segmenta oka lijeci topikalnom pri-
mjenom kapi za oko u obliku otopina ili mikrosuspenzija. BioraspolozZivost je klasi¢-
nih kapi za oko relativno mala zbog brzog gubitka djelatne tvari s povrsine oka i
relativne nepermeabilnosti roznice. Udestala primjena lijeka je nuzna kako bi se posti-
gao terapijski udinak, $to u konaénici rezultira loSom suradljivos¢u bolesnika i/ili
sistemskim nuspojavama. Dosadasnja su ispitivanja pokazala da je koriStenjem tehno-
logije nanokristala moguée u odredenoj mjeri prevladati probleme oftalmicke pri-
mjene. Oftalmicka djelatna tvar usitnjena do nanometarskog raspona dimenzija i
primijenjena u obliku oftalmi¢ke nanosuspenzije pokazuje smanjenu iritaciju povr-
$ine oka, suzenje i uklanjanje iz prekornealnog podru¢ja. Poboljsana topljivost i
brzina otapanja poticu prijenos djelatne tvari iz suzne tekudine u tkiva oka. Adheziv-
nost nanokristala djelatne tvari znac¢ajno produljuje vrijeme kontakta s povr§inom
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oka $to unaprjeduje biofarmaceutska (primjerice, produljeno zadrzavanje na povrsini
oka) i farmakokineticka (primjerice, poveéan obim apsorpcije i bioraspolozZivost dje-
latne tvari u oku) svojstva. S ciljem dodatnog poboljsanja svojstava adhezivnosti
nanokristali djelatne tvari mogu se uklopiti u oftalmi¢cke mukoadhezivne podloge

(29, 32-33).

Drug nanocrystals: physicochemical, pharimaceutical,
biopharmaceutical and therapeutic properties

by J. Lovri¢, A. Hafner, M. Radikovi¢, M. Juretid,
M. Diirrigl, G. Perina Lakos, 1. Pepic

Abstract

Nanosizing is one of the most important drug delivery platform approaches for
the commercial development of poorly soluble drug molecules. Reducing the particle
size of the drug to a nano-scale leads to an increased surface area-to-volume ratio,
increased dissolution velocity and adhesiveness, and improved in vivo performance of
poorly soluble drugs. The commercialized large scale productions of drug nano-
crystals such as top down (NanoCirystal®, Dissocubes®, Nanopure®) and combination
(NanoEdge™, smartCrystal®) technologies are presented and discussed. The unique
physicochemical and biopharmaceutical properties of drug nanocrystals ensure a
wide variety of their therapeutic applications. Drug nanocrystals formulated into
convenient pharmaceutical dosage forms are suitable for oral, parenteral, pulmonary,
dermal and ocular administration. Thus far, 3 oral nanocrystal medicinal product and
2 parenteral nanocrystal medicinal product are available for therapeutic use in the
European Union. (University of Zagreb, Department of Pharmaceutical Technology/
Centre for Applied Pharmacy; Medicines Authorisation Division, Agency for Medi-
cinal Products and Medical Devices of Croatia; Generics Research and Development,
PLIVA Croatia Ltd.)
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