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1. uvOD

1.1. Nanocestice

Nanocestice su Cestice s rasponom veli¢ina od 10 do 1000 nm (Mohanraj i Chen,
2006). Posljednjih par desetlje¢a sve se intenzivnije istrazuju kao nosaci lijeka odnosno
terapijski sustavi koji omogucéuju ciljanu/lokaliziranu dostavu i kontrolirano oslobadanje
lijeka (Mehnert i Méder, 2001). Ciljanom dostavom povecava se terapijski ucinak lijeka, a
smanjuju se njegove nuspojave. Kontroliranim oslobadanjem lijeka optimira se
farmakokineticki i sigurnosni profil lijeka i smanjuje ucestalost doziranja. Kod dizajniranja
nanocestica trebaju biti pomno razmotreni sljede¢i parametri: veli¢ina i svojstva povrSine

nanocestica te oslobadanje lijeka iz nanocestica (Soppimath i sur., 2001).

Veli¢ina i polidisperznost nanocestica najvaznija Su svojstva takvih sustava. O njima
ovise raspodjela, sudbina i toksi¢nost nanocestica te sposobnost ciljane dostave lijeka. Isto
tako veli¢ina i polidisperznost nanocestica utjeCu i na uklapanje, oslobadanje i stabilnost
uklopljenog lijeka. Najvaznije svojstvo povrSine je naboj nanocestica, a najéeSce se iskazuje
zeta-potencijalom (£). To je elektri¢ni potencijal koji je odraz sastava nanocestica i medija u
kojemu su dispergirane. Kod niskog zeta-potencijala (I < 30 mV) nanocestice su nestabilne

te moze do¢i do njihove agregacije (Mohanraj i Chen, 2006).

Uz viSestruke prednosti nanocestica kao novih terapijskih sustava, najvece ogranic¢enje
primjene je njihova fizicka i kemijska nestabilnost (primjerice, agregacija i hidroliza; Chacon
i sur., 1999). Mala veli¢ina nanoCestica moze biti ograni¢avaju¢i ¢imbenik za uklapanje
lijeka, a moze dovesti i do naglog oslobadanja lijeka (Mohanraj i Chen, 2006). Razliciti
fizi¢ki 1 kemijski ¢imbenici mogu destabilizirati koloidni sustav pa tako nanocestice pokazuju
slabu dugotrajnu stabilnost koja je bitna kod skladiStenja, a narocito u vodenim suspenzijama.
Iz navedenih razloga susenjem se moze posti¢i veca stabilnost sustava. Kao jedna od najboljih

tehnika susenja suspenzija nanoCestica pokazala se liofilizacija.

1.1.1. Lipidno-polimerne hibridne nanocestice

U novije vrijeme pocele su se istrazivati lipidno-polimerne hibridne nanocestice (LPN)
koje imaju svojstva i liposoma (biokompatibilnost) i polimernih nanocestica (stabilnost

tijekom skladiStenja, kontrolirano oslobadanje te ciljana dostava lijeka) (Hadinoto i sur.,
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2013). LPN su nanonosaci lijekova sastavljeni od lipida i polimera. Postoje dva tipa LPN:
monolitni matriks u kojem je kompleks lijeka i polimera dispergiran u lipidnoj fazi (engl.
monolithic matrix PLN) i LPN s jezgrom oblozenom ovojnicom (engl. core-shell LPN)
(Zhang i sur., 2016). Upravo takva hibridna stuktura nanoclestica omogucéuje brojne
pogodnosti - kontroliranu veli¢inu ¢estica, funkcionalnost povrsine, visok kapacitet uklapanja
lijeka, uklapanje vise djelatnih tvari, kontrolirano oslobadanje i dobru stabilnost u serumu

(Mandal i sur., 2013).

Hibridne nanocestice istrazuju se u genskoj terapiji, kemoterapiji i imunoterapiji
(Mandal i sur, 2013). Primjerice, Zeng i suradnici su istrazivali LPN s jezgrom od kolne
kiseline i omota¢em od lecitina s uklopljenim paklitakselom i celekoksibom da bi postigli
sinergisticki ucinak navedenih lijekova s ciljem prevladavanja rezistencije karcinoma na
terapiju (Zeng i sur., 2017). Takoder, Mandal i suradnici istrazivali su LPN pripravljene od
polikaprolaktona kao biorazgradljivog polimera koji je sacinjavao jezgru, i fosfolipidnog

omotaca, za dostavu erlotiniba u lije¢enju raka plu¢a ne-malih stanica (Mandal i sur., 2016).

Rose i suradnici istrazivali su novi oblik adjuvansa kod cjepiva da bi inducirali
stani¢nu i humoralnu imunost. Pripravili su hibridne nanocestice iz lipida i poli(laktid-ko-
glikolne) kiseline (PLGA) s kationskim surfaktantom dimetildioktadecilamonij-bromidom i
imunopotenciraju¢om trehaloza-6,6'-dibehenatom (Rose i sur, 2015). Liu i suradnici su
takoder pripravili hibridne nanocestice lipida i PLGA da bi istrazili kako metoda uklapanja

lijeka utjece na izloZenost antigena imunosnom sustavu (Liu i sur., 2015).

Zbog potrebe za anestetikom s produljenim lokalnim djelovanjem, a malom
sistemskom apsorpcijom, Ma i suradnici pripravili su i evaluirali LPN s bupivakainom
sastavljene od PLGA, lecitina i 1,2-disteroli-sn-glicero-3-fosfoetanolamin (DSPE) — polietilen
glikola 2000 (PEG2000) (Mai sur., 2017).

1.1.2. Deksametazon

Deksametazon (Slika 1.) je sintetski kortikosteroid koji oponasa djelovanje prirodnih
glukokortikoida kore nadbubrezne Zlijezde. U Republici Hrvatskoj trenutno postoji 17 gotovih
lijekova s djelatnom tvari deksametazon u razli¢itim farmaceutskim oblicima i dozama.
Terapijske indikacije navedenog lijeka vrlo su $iroke, koristi se u dermatolgiji (Pemphigus
vulgaris), imunologiji i reumatologiji (miozitis), hematologiji (idiopatska trombocitopenija
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purpura), onkologiji (metastatska kompresija kraljeznicne mozdine), neurologiji (mozdani
edem uzrokovan tumorom mozga), pulmologiji (akutne egzacebracije astme), infektologiji
(tuberkulozni meningitis), endokrinologiji (subakutni tiroiditis), oftamologiji (akutni sredisnji

korioretinitis) i u mnogim drugima (www.halmed.hr).

Slika 1. Struktura deksametazona

1.2. Liofilizacija

1.2.1. Povijesni pregled

Ve¢ su drevne civilizacije prepoznale znacaj susenja smrzavanjem. Inke su tu tehniku
koristile za Cuvanje mesa - smrznuto meso na rijetkom planinskom zraku (niski tlak) su
otparavali (dehidratacija) pod utjecajem Sunceva zracenja (izvor topline). Korist ove tehnike
prepoznata je i koristi se i danas. Tehnika je prvi puta sluzbeno opisana 1906. god., a 1935.
god. dobiva naziv liofilizacija prema grékom lyophile $to znaci "kao otopina" ¢ime se htjela
naglasiti mogucnost rehidratacije suhog uzorka. Tijekom Drugog svijetskog rata zbog potrebe
za ljudskom plazmom na bojistima, liofilizacija je iz laboratorija presla u masovnu upotrebu
(Rey i May, 2010).

1.2.2. Mehanizam liofilizacije i aparatura liofilizatora

Liofilizacija je postupak susenja materijala koji se provodi u tri faze: smrzavanje
materijala, primarno suSenje (sublimacija) i sekundarno suSenje (desorpcija) (Slika 2.).
Uklanjanjem vode iz uzorka mogu se poboljsati fizicka 1 kemijska stabilnost uzorka
(Abdelwahed i sur., 2006a). Postupak je primjenjiv pri suSenju uzoraka koji sadrze veliku

koli¢inu vode, kod uzoraka koji sadrze tvari podlozne hidrolizi i/ili termolabilne tvari pa se
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voda ne moze ukloniti konvencionalnim metodama (Muzzio i Dini, 2011). Liofilizacija se
primjenjuje u razli¢itim granama industrije od kemijske, biotehnoloske i prehrambene pa sve

do farmaceutske industrije.

Proces liofilizacije nalazi Siroku primjenu pri proizvodnji/oblikovanju farmaceutika
kao $to su cjepiva, proteini, peptidi, virusi i koloidni nosaci (Abdelwahed i sur., 2006a).
Liofilizirani produkt odlikuje se ve¢om i1 dugotrajnijom stabilno$¢u $to omogucava njegovo

skladistenje pri sobnoj temperaturi i/ili kroz dulji vremenski period.

Sam proces liofilizacije moze biti vrlo stresan za uzorak te je stoga potrebno optimirati

formulacijske i procesne parametre, kako bi se dobio liofilizat Zeljenih svojstava.

Proces liofilizacije sastoji se od tri koraka. Prvi korak odnosi se na smrzavanje uzorka,
najéeScée pri temperaturi nizoj od -40 °C (Abdelwahed i sur., 2006a). Drugi korak je primarno
susenje zamrznutog uzorka koje se temelji na sublimaciji — prelasku leda u vodenu paru pri
uvjetima snizenog tlaka i temperature. Naime, u komori za suSenje Se snizi tlak skoro do
vakuma i dovede tek toliko topline koliko je potrebno za sublimaciju leda. Nakon primarnog
susenja slijedi sekundarno susenje, tj. desorpcija zaostale vode koja tijekom smrzavanja nije
presla u led. Sekundarno suSenje provodi se pri sobnoj ili poviSenim temperaturama, dok se

ne dobije produkt s prihvatljivim sadrzajem ostatne vlage (Muzzio i Dini, 2011).

Ciklus liofilizacije
priprema smrzavanie primarno sekundarno gotovi
uzrorka j susenje susenje produkt

Slika 2. Shematski prikaz liofilizacijskog ciklusa (Prilagodeno iz Nireesha i sur., 2013)




Smrzavanje

Snizavanjem temperature tekuc¢i uzorak prelazi u kruto stanje, bilo kristalno, amorfno
ili kombinaciju kristalnog i amorfnog stanja, a voda iz uzorka prelazi u led. Temperatura
smrzavanja treba biti jednaka ili niza od eutekti¢ne tocke uzorka. Uzorak smrzavanjem gubi
vodu jer ona prelazi u led te postaje sve viSe koncentriran i viskozan (Abdelwahed i sur.,
2006a; Kasper i Friess, 2011). Ekspanzija volumena koja nastaje smrzavanjem zbog
anomalije vode uzrokuje mehani¢ko naprezanje. Takoder se javlja i osmotsko naprezanje
zbog naglog povecanja koncentracije uzorka. Dio vode ipak se ne zaledi te ostane u porama

uzorka. Postupak smrzavanja odvija se pri atmosferskom tlaku (Rey i May, 2010).

Primarno suSenje

Za razliku od predhodnog koraka, primarno susSenje se odvija pod vakumom.
Dovodenjem topline potice se sublimacija leda, to jest prijelaz leda u vodenu paru. S obzirom
da se tijekom primarnog susenja iz uzorka moze ukloniti samo voda koja je zaledena, bitno je
da se smrzavanje uzorka u prvom koraku provede pri temperaturi nizoj od eutekti¢ne tocke.
Primarno susSenje takoder predstavlja kritican korak liofilizacije. Naime, potrebno je dobro
izbalansirati prijenos mase (sublimaciju leda) i prijenos topline (povecavanje temperature) da
ne bi doslo do nezeljenih promjena smrznutog uzorka prekomjernim dovodenjem topline, npr.
taljenja, ekspanzije ili uruSavanja (Rey i May, 2010). Led sublimira najprije sa povrSine
uzorka, a zatim i iz dubljih dijelova pri ¢emu vodena para prolazi kroz uzorak do njegove
povrsine, otkud dalje odlazi do kondenzora gdje se vodena para kondenzira natrag u vodu
(Abdelwahed i sur., 2006a). Vodenu paru je potrebno odvoditi jer bi inafe rastao tlak u
komori. Smrznuti produkt se susi bez zamjetnije promjene volumena i oblika. Na mjestima

gdje su se nalazili kristali leda ostaju pore.

Sekundarno suSenje

Voda koja se u prvom koraku ne smrzne, ne moze ni sublimirati. Zato tijekom susenja
nakon brzog smanjenja udjela vode slijedi plato faza (Slika 3.), gdje je zaostala voda u
ravnotezi sa tlakom vodene pare u komori. Dovodenjem topline, udio vode u uzorku se

smanjuje, a brzina suSenja povecava se proporcionalno s povecanjem povrSine susenog



produkta (Pikal i sur., 1990). To je faza desorpcije, a odvija se pod visokim vakumom uz
povecéanje temperature na oko 20-50 °C (Abdelwahed i sur., 2006a; Rey i May, 2010).
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Slika 3. Promjena temperature i sadrzaja vode tijekom pojedinih koraka liofilizacije

(Prilagodeno iz Rey i May, 2010)

Liofilizator se sastoji od komore za susSenje s policama ili drzaima za tikvice/bocice

sa smrznutim uzorcima, vakumske pumpe koja uklanja zrak i tako osigurava niski tlak u

komori za susenje te od kondenzora koji uklanja vlagu kondenzacijom na hladnoj povrsini

(Slika 4.) (Nireesha i sur., 2013).



KOMORA
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Slika 4. Shematski prikaz liofilizatora (Prilagodeno iz Nireesha i sur., 2013)

1.2.3. Optimizacija liofilizacije

Glavni cilj liofilizacije je posti¢i dugotrajnu stabilnost nanocestica. Kako su suspenzije
nanocestica Cesto fizicki i kemijski nastabilni sustavi, uklanjanjem vode iz sustava nastoji se
doskociti tom problemu. U farmaceutskoj industriji kao jedna od najucinkovitijih metoda

susenja pokazala se liofilizacija.

Liofilizacija je slozen tehnoloski proces u kojem dobro treba poznavati svaki korak
procesa. Prije samog pocetka procesa potrebno je napraviti termalnu analizu samog uzorka
kako bi se odredila kriticna svojstva formulacije: temperatura staklastog prijelaza smrznutog
uzorka (Tg') i temperatura kristalizacije eutektika (Teu). Poznavanje navedenih parametara
neophodno je za optimiranje samog procesa liofilizacije. Tg' se odreduje kod amorfnih

uzoraka, dok se Teu odreduje kod uzoraka koji kristaliziraju (Slika 5.).
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Slika 5. Fazni diagram vode(v)/otopine(0)

Tm: temperatura taljenja, Teu: temperatura kristalizacije eutektika, Tg: temperatura staklastog
prijelaza, Tg'": temperatura staklastog prijelaza smrznutog uzorka, Cg': koncentracija
kriokoncentrirane otopine (Prilagodeno iz Kasper i Friess, 2011)

Smrzavanje uzorka provodi se dovoljno dugim hladenjem uzorka pri temperaturi nizoj
od Tg' koko bi se osigurao prijelaz cijele suspenzije u ¢vrsto stanje 1 omogucilo uspjesno

uklanjanje leda sublimacijom (Abdelwahed, 2006a).

Postoje razli¢ite metode smrzavanja, a o njima ¢e ovisiti veli¢ina kristala leda. Sto su
kristali leda manji, njihova specifi¢na povrSina je veca, a mehanicko naprezanje koje pri tome
nastaje bit ¢e manje. Dakle, Sto su kristali leda manji, manja je mogucnost agregacije
nanocCestica koja se moze dogoditi tijekom mehanickog naprezanja. Na kasniju agregaciju

nanocestica utjece i brzina samog smrzavanja (Abdelwahed, 2006a).



Smrzavanjem dolazi do odvanja vodene faze od faze nanocestica i ekscipijensa, te se u
tom koraku liofilizacije nanocestice oslobadaju najveéeg dijela vode. To dovodi do
povecavanja koncentracije i destabiliziraju¢ih naprezanja medu nanocesticama. Povecana
interakcija medu nanocCesticama takoder moze dovesti do njihove agregacije ili fuzije

(Abdelwahed, 2006a).

Agregacija nanocestica pri smrzavanju uzorka utjeCe na uspjesnost resuspendiranja
nanocestica nakon liofilizacije, odnosno veli¢inu 1 polidisperznost nanocestica u

rekonstituiranoj suspenziji nanocestica.

Smrzavanje utjece i na morfoloske osobine liofilizata. Naime, brzina smrzavanja
utje¢e na veli¢inu kristala leda pa tako i na konaénu poroznost liofilizata. Sto je smrzavanje
brze, kristali leda su manji, a njihova ukupna povrSina veca, jednako kao i poroznost
liofilizata. Usto, o uspjes$nosti provodenja prvog koraka liofilizacije ovisit ¢e i efikasnost
suSenja. Naime, veli¢ina kristala leda, definirana u koraku smrzavanja, odreduje brzinu
sublimacije. Sto su kristali leda manji i specifi¢na povr§ina veéa, sublimacija ¢e biti brza.
Primarno suSenje je najduzi korak procesa te je cilj optimizacije liofilizacije skratiti ga
(Abdelwahed, 2006a).

Sublimacijom leda u uzorku ostaju pore koja predstavljaju put za slobodan prolaz
vodene pare nastale liofilizacijom. Temperatura se mora drzati ispod temperature kolapsa, Tc
da se uzorak ne otopi i da ne dode do gubitka strukture, ali s druge strane treba biti dovoljno
visoka da se osigura energija za sublimaciju leda. Posljedica kolapsa uzorka je liofilizat sa
vecom koli¢inom vode i otezanim rekonstituiranjem $to je posljedica nedostatne poroznosti
liofilizata (Konan i sur., 2002).

Zadnjim korakom, sekundarnim susenjem, odreduje se kona¢ni sadrzaj vode u

pripravku.

U literaturi se nerijetko nailazi na optimiranje procesa liofilizacije metodom pokusaja i
pogreske; tek nakon provedenog procesa vidi se je li postupak uspio ili ne. Medutim, svaki se
korak procesa temelji na ¢vrstim fizi€kim, kemijskim i inzinjerskim principima te je ishod
procesa liofilizacije moguce predvidjeti (Abdelwahed i sur., 2006a). Liofilizacija, dakle,

zahtjeva vrsnog stru¢njaka i dobro poznavanje procesa.



1.2.4. Prednosti i nedostaci liofilizacije koloidnih sustava

Cilj lioflizacije je produljiti vrijeme skladistenja ljekovitog pripravka, uklanjanjem
vode/otapala/medija u kojem su nanocestice suspendirane. U okviru razvoja inovativnih
terapijskih sustava, osim za produljenje stabilnosti koloidnih sustava, liofilizacija se koristi i
za uklapanje lijeka u nanocestice, pripravu ovojnice/jezgre nanocCestica, pri analiti¢koj
karakterizaciji koloidnih sustava i proizvodnji ¢vrstih dozirnih oblika. Prednosti prevodenja
koloidnih nanosuspenzija u ¢vrsti dozirni oblik su viSestruke: sprjeCavanje agregacije
nanocestica, razgradnje lijeka i/ili polimera, curenja lijeka te omogucavanje razli¢itih putova
primjene nanocCestica (parenteralna, oralna, nazalna, pulmonalna...) (Abdelwahed i sur.,
2006a; Rey i May, 2010; Nireesha i sur., 2013).

Nedostaci liofilizacije su dugo vrijeme trajanja procesa (par dana), potreba za
optimiranjem veceg broja parametara — temperature i tlaka tijekom svakog koraka procesa,
moguc¢nost uklanjanja hlapljivin komponenti vakumskom pumpom te potreba za koristenjem

sterilnih tekucina za rekonstituciju (u slucaju parenteralne primjene) (Nireesha i sur., 2013).

1.3. Krio/lioprotektori

1.3.1. Svrha koriSetnja

Procesi smrzavanja i suSenja tijekom liofilizacije uzrokuju naprezanja koja mogu
destabilizirati koloidnu suspenziju nanoCestica (Abdelwahed i sur., 2006b). Tijekom
liofilizacije zbog odvajanja vode smrzavanjem dolazi do povecanja koncentracije nanocestica
Sto moZe dovesti do njihove agregacije ili ¢ak i1 do ireverzibilne fuzije, a stvaranje kristala

izaziva dodatan mehanicki stres koji dovodi do destabilizacije nanocestica (Fonte i sur., 2012;
Abdelwahed i sur., 2006b).

Da bi se nanocestice zastitile od stresa uzrokovanog liofilizacijom koriste se razliCiti
ekscipijensi i to u svojstvu krio/lioprotektora. Krioprotektori se dodaju da bi zastitili uzorak
od naprezanja tijekom smrzavanja, a lioprotektori tijekom suSenja. Uglavnom kritprotektori
mogu djelovati i kao lioprotektori, ali i vice-versa. Ponekad to nije slucaj pa je uzorku prije

liofilizacije potrebno dodati i krioprotektor i lioprotektor (Wang, 2000).
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1.3.2. Mehanizam djelovanja

Postoji nekoliko hipoteza koje objasnjavaju mehanizam djelovanja krioprotektora i
lioprotektora. Krioprotektori mogu stvoriti staklasti matriks u kojem su nanocCestice
imobilizirane te tako sprjecavaju njihovu agregaciju i osiguravaju zastitu od mehani¢kog
naprezanja tijekom nastajanja kristala leda. Krioprotektori imaju specifi¢nu temperaturu Tg'
pa, da bi se osigurao potpuni prijelaz uzorka u Cvrsto stanje, Smrzavanje se mora provesti
ispod Tg' ako je smrznuti uzorak amorfan, ili spod Teu (temperatura kristalizacije eutektika)
ako uzorak kristalizira (Tang i Pikal, 2004).

Druga teorija stabilizacije nanocestica objasnjava da krioprotektori izoliraju
nanocestice i tako ih odvajaju u tekucoj fazi, ¢ime se sprjeCava agregacija pri smrzavanju
iznad Tg' (Allison i sur., 2000).

Tijekom suSenja nanocCestice stabiliziraju lioprotektori. Teorija zamjene vode
pretpostavlja da se potkraj susenja stvaraju vodikove veze izmedu hidroksilnih skupina
lioprotektora i polarnih grupa na povrsini nanocestica. Lioprotektor tako djeluje kao zamjena
za vodu. Maksimalno stvaranje vodikovih veza omoguceno je kad lioprotektor i nanocestica
oboje prijedu u amorfno stanje, dok Kristalizacija lioprotektora moze sprijeciti Stvaranje

navedenih vodikovih veza (Abdelwahed i sur., 2006c).

1.3.3. Krio/lioprotektori u upotrebi

Kao ekscipijensi koji Stite nanoCestice od stresa pri liofilizaciji najéesce se Koriste
razli¢iti monosaharidi, disaharidi, oligosaharidi i polisaharidi, ali se mogu Koristiti i
stabilizatori kao Sto su surfaktanti, modificirani polimeri i kopolimeri (Abdelwahed i sur.,
2006a). Seijo i suradnici dokazali su da je moguce provesti liofilizaciju i odgovarajucu
rekonstituciju  suspenzije nanocestica pripravljenth od poliizobutilcijanoakrilata 1
poliizoheksilcijanoakrilata bez primjene krioprotektora ili lioprotektora ve¢ samo uz prisustvo
povrsinski aktivne tvari poloksamera (2 %, m/V) (Seijo i sur., 1990). U Tablici 1. nalazi se
pregled krio/lioprotektora koristenih u razli¢itim istarazivanjima pri liofilizaciji terapijskih

nanosustava.
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Tablica 1. Pregled istrazivanja uéinkovitosti razli¢itih krio/lioprotektora pri liofilizaciji

terapijskih nanosustava

Terapijski | Polimerni Djelatna tvar | Ispitivani Najbolji Literatura
nanosustav | i/ili lipidni krio/lioprotektori | krio/lioprotektor
sustav

nanosferse | PCL itrakonazol glukoza, saharoza, | glukoza i De
trehaloza, saharoza Chasteigner
dekstran, manitol i sur., 1996

SLN Dynasan tetrakain, trehaloza, trehaloza, Schwarz i

etomidat glukoza, maltoza, | glukoza, maltoza, | Mehnert,

manoza, laktoza, | manoza 1997
manitol, sorbitol,
glicerin, PVP,
PVA, Zelatina

nanoCestice | PLGA ciklosporin glukoza, glukoza i Chacon i
trehaloza, manitol, | trehaloza sur., 1999
sorbitol

nanocestice | PCL i PLGA | ciklosporin glukoza, saharoza, | glukoza i Saez i sur.,
trehaloza, laktoza, | saharoza 2000
manitol, dekstran,
zelatina, sorbitol

nanocestice | silikati DNA glukoza, trehaloza, glicerol | Sameti i
trehaloza, manitol, sur., 2003
sorbitol, acetatna
kiselina, glicerol

SLN kaliksaren / glukoza, fruktoza, | svi Shahgaldian
manoza, maltoza i sur., 2003

nanocCestice | PLGA ciprofloksacin | manitol, trehaloza, | manitol Bozdag i
glukoza, dekstran sur., 2005

nanokapsule | PCL / glukoza, saharoza, | glukoza, saharoza | Abdelwahed
PVP, manitol, i PVP i sur., 2006¢
hidroksipropil 3-

ciklodekstrin

12




SLN

nanocestice

nanocestice

nanocestice

triplamin,
fosfatidilkolin

lecitin

PLGA

kitozan

paklitaksel

melatonin

inzulin

trehaloza

glukoza, trehaloza

trehaloza,
saharoza,
fruktoza, glukoza,
sorbitol

saharoza, glukoza,
trehaloza,
polietilenglikol,
PEG 2000, PEG
10000

trehaloza

trehaloza

trehaloza i

glukoza

saharoza,

trehaloza

Cavalli i
sur., 2010
Hafner i
sur., 2011
Fonte i sur.,
2012

Almalik i
sur., 2017

DNA: deoksiribonukleinska kiselina, PCL: poli(e-kaprolakton), PEG: polietilenglikol, PLA:
polilakti¢na kiselina, PLGA: poli(laktid-ko-glikolna) kiselina, PVA: polivinilalkohol, PVP:

polivinilprolidon, SLN: ¢vrste lipidne nanocestice

1.3.3.1. Seceri

Seéeri su Gesto koristeni krio/lioprotektori, a razlog tome jest $to su kemijski inertni,

lako mogu prijeci u staklasto amorfno stanje tijekom smrzavanja, a mogu se i lako dispergirati

(Franks, 1998; Fonte i sur., 2012). Imaju prihvatljiv sadrzaj ostatne vlage i mogu dobro

stabilizirati proteine tijekom skladiStenja. Takoder utjecu na temperaturu staklastog prijelaza

formulacije, a to je vazno za oCuvanje stabilne amorfne strukture kolac¢a liofilizata (Fonte i

sur., 2012).

1.3.3.2. Razlika disaharida, oligosaharida i polisaharida

Hinrichs i suradnici u istrazivanju najprikladnijeg krio/lioprotektora za pegilirani

lipopleks objasnili su zaSto su oligosaharidi najbolji za sprje¢avanje agregacije tijekom duljeg

skladiStenja nakon liofilizacije. Prednost oligosaharida (u navedenome istrazivanju su to bili

inulin i dextran) je visa Tg' nego kod disaharida (sukroza i trehaloza) pa se smrznuta
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disperzija moze skladistiti pri viSoj temperaturi dulji vremenski period. Takoder je predloZeno

izlozeni vecéoj relativnoj vlaznosti bez da prijedu Tg' (Hinrichs i sur., 2005).

Prednost polisaharida je visoka Tg' i Tg (temperatura staklastog prijelaza) te mala
tendencija kristalizaciji u odnosu na disaharide (Hiniricks i sur., 2001), ali su preveliki da bi
se priljubili uz povrSinu lipopleksa i stvorili ¢vrsti sloj. Upravo oligosaharidi objedinjuju
povoljna svojstva disaharida i polisaharida — imaju visoku Tg' i Tg, malu tendenciju
kristalizaciji, ali su dovoljno fleksibilni da se u¢inkovito mogu proljubiti uz nanocestice

lipopleksa (Hiniricks i sur., 2005).

1.3.3.3. Glukoza vs. trehaloza

CH,OH

H
N
Nt [ h

—(O, OH
N\

HO Cl—clj
H OH
Slika 6. Glukoza Slika 7. Trehaloza

Glukoza (Slika 6.) i trehaloza (Slika 7.) su vrlo u¢inkoviti ekscipijensi za prevenciju
agregacije Cestica i sprjeCavanje curenja lijeka za vrijeme liofilizacije (Zhang i sur., 2008). U
odredenim ispitivanjima prikazanim u Tablici 1. oba ekscipijensa zadovoljavaju trazene

uvijete, no ipak se moze primijetiti da je trehaloza ¢esce ekscipijens izbora.

Green i Angell (1989) u svom su istrazivanju prikazali fazni dijagram na kojem se vidi
da je krivulja trehaloze nesto visa od krivulje glukoze. Na tome faznome dijagramu moguce je
predvidjeti koja ¢e biti temperatura staklastog prijelaza Tg' Secera pri odredenom masenom
udjelu vode (Crowe i sur., 1996). Prednost trehaloze takoder je i niska higroskopnost i slaba
kemijska reaktivnost. Trehaloza ne stvara interne vodikove veze, a ima visok afinitet za
stvaranje vodikovih veza s drugim tvarima pa tako moze nadomjestiti molekule vode koje su

uklonjene liofilizacijom.
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1.3.4. Faktori koji utjecu na djelotvornost krio/lioprotektora

Stupanj stabilizacije tijekom liofilizacije osim o tipu Secera ovisi 1 0 njegovoj
koncentraciji i molekulskoj masi, o omjeru mase Secera i nanocestica, ali i o koncentraciji
nanocCestica (Abdelwahed i sur., 2006a; Bejrapha i sur., 2011). Prema Tablici 1. zamijeceno je
da su najéeS¢e koriStene koncentracije Secera u rasponu od 1 do 20 % (m/V). Opcenito,
sposobnost krio/lioprotekcije raste s porastom koncentracije Se¢era. Primjerice, trehaloza se
pokazala kao dobar krio/lioprotektor pri liofilizaciji lecitinsko-kitozanskih nanocestica u
koncentraciji od 2,5 % dok je niza koncentracije imala slabiji protektivni ucinak (Hafner i
sur., 2011).

Ipak prevelika koncentracija Secera u nekim sluc¢ajevima moze imati destabilizirajuci
uc¢inak na nanocestice. ZabiljeZzena je povecana agregacija silikatnih nanocestica nakon
liofilizacije, i to proporcionalno povecanju koncentracije glukoze (Sameti i sur., 2003).
Maseni omjer trehaloze i nanocestica pripravljenih iz poli(laktat-ko-etilenoksid)-a 1:1 bio je
potreban da se dobije liofilizat zadovoljavajuée redisperzibilnosti (De Jaeghere i sur., 1999);
zakljuéuje Abdelwahed u svome preglednom radu (Abdelwahed i sur., 2006a).

Abdelwahed navodi i primjer prema kojem je bolji lioprotektivni uc¢inak postignut pri
vecoj koncentraciji nanocestica, bez obzira na koli¢inu dodanog Secera. Liofilizacijom
suspenzije nanocestica u koncentraciji od 0,2 % (m/m) uz dodatak trehaloze u masenom
omjeru prema nanocesticama od 10:1, dobiven je liofilizat koji se nije mogao zadovoljavajuce
redispergirati nakon liofilizacije. Suprotno tome, liofilizacijom suspenzije nanocestica u
koncentraciji od 0,8 % (m/m) uz dodatak trehaloze u masenom omjeru prema nanocesticama

od 2:1, dobiven je liofilizat zadovoljavajuce redisperzibilnosti (Abdelwahed i sur., 2006a).

Molekulska masa krio/lioprotektora takoder moze biti vazna u sprjeCavanju agregacije

nanocCestica (Abdelwahed i sur., 2006a).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Nanocestice kao nosaci lijekova novi su terapijski sustavi koji se posljednjih par
desetljeca istrazuju u svrhu ciljane/lokalizirane dostave i kontroliranog oslobadanja lijeka.
Uklapanjem lijeka u nanoCestice moze se povecati terapijski ucinak lijeka, optimirati
farmakokinetiCki profil, a smanjiti nuspojave 1 ucestalost doziranja (Mohanraj i Chen, 2006).

U najnovije vrijeme u tu stvrhu pocele su se razvijati lipidno-polimerne hibridne nanocestice

(Hadinoto i sur., 2013).

U ovome radu pripravlijene su lipidno-alginatne nanocestice s uklopljenim
deksametazonom. Alginat je polimer izbora jer je biokompatibilan, biorazgradljiv,
mukoadhezivan, niske toksi¢nosti, relativno lako dobavljiv i niske cijene (Lee i Mooney,
2012). Lipidnu komponentu nanocestica ¢ine lecitin i kationski lipid. Lecitin je smjesa lipida i
to uglavnom fosfatidilkolina. Koristi se za pripravu nanocestica jer omogucuje uklapanje
lipidnih lijekova, kao sto je deksametazon, siguran je i biokompatibilan (Rowe i sur, 2006).
Kao kationski lipid upotrebljen je dimetildioktadecilamonij-bromid, kvaterni amonijev spoj s
dugim alkilnim lancem koji mu daje lipofilna svojstva i omogucuje stupanje u elektrostatsku

interakciju s negativno nabijenim strukturama/povr$inama (www.sigmaaldrich.com).

Ograni¢avajuc¢i ¢imbenik primjene suspenzije nanocestica jest njihova slaba fizicka 1
kemijska stabilnost te su zbog toga podlozne agregaciji, hidrolizi, razgradnji lijeka i/ili
polimera, curenju lijeka te preranom i/ili naglom oslobadanju lijeka (Chacon i sur., 1999;
Abdelwahed i sur., 2006a). Da bi se poboljsala stabilnost sustava provodi se susenje. Kao

jedna od najucinkovitinijih metoda suSenja u farmaceutskoj industriji pokazala se liofilizacija.

Proces liofilizacije koloidnih terapijskih sustava potrebno je optimirati. Naime,
tijekom smrzavanja i suSenja dolazi do naprezanja sustava, pa da bi se nanocestice zastitile od
stresa tijekom liofilizacije, koriste se razli€iti ekscipijensi. Kao najces¢i eksipijensi sa svrhom

krio/lioprotekcije koriste se Seceri (Abdelwahed i sur., 2006a).

Cilj ovog rada bio je ispitati krio/lioprotektivni ucinak glukoze i trehaloze pri
liofilizaciji suspenzije lipidno-alginatnih nanocestica s deksametazonom. Ti Seceri odabrani
su zbog ranijih dokaza u uspjeSnosti ocCuvanja fizickih svojstva nanocCestica nakon
liofilizacije. Kao parametri uspjes$nosti o¢uvanja fizickih svojstava mjereni su veli¢ina, indeks

polidisperznosti te zeta-potencijal nanocestica.
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Specificni ciljevi:

e pripraviti lipidno-alginatne nanocestice s deksametazonom metodom ionotropnog
geliranja koriStenjem lecitina S45 ili lecitina S100 kao glavne lipidne sastavnice, i
kationskog lipida u razli€itim masenim omjerima prema lecitinu

e odrediti fiziCka svojstva nanocCestica prije liofilizacije

e odrediti utjecaj tipa i koncentracije Secera na fizi¢ka svojstva nanocestica poslije
liofilizacije

e odrediti utjecaj tipa lecitina na fizicka svojstva nanocestica poslije liofilizacije

e odrediti utjecaj masenog omjera kationskog lipida i lecitina na fizi¢ka svojstva

nanocestica poslije liofilizacije
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

Za pripravu nanocestica koristeni su:

e dimetildioktadecilamonijev-bromid (DMDO-Br, > 98,0 %, MW 630.95; Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Njemacka)

e lecitin S45 (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Njemacka)

e lecitin S100 (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Njemacka)

e natrijev alginat (Pronova Lv G-sodium alginat; Protan, Drammen, Norveska)

e deksametazon (mikronizirani, T=107,316; Sanofi, Pariz, Francuska)

e etanol (96 %, Kemig, Donja Zelina, Hrvatska)
Za mjerenje veliCine i naboja nanocestica koriSteni su:

e redestilirana voda

e 10mM otopina NaCl
Za krio/lioprotekciju koristeni su:

e glukoza (Glucosum monohydricum; Kemig, Donja Zelina, Hrvatska)

e trehaloza (D(+)-Trehalose dihydrate; Prolabo, Lutterworth, Engleska)

3.2. Metode

3.2.1. Priprava nanocestica

U 96 % etanolu pripravljena je otopina DMDO-Br koncentracije 10 mg/ml. Takoder je
pripravljena i otopina lecitina, otapanjem 50 mg lecitina u odgovaraju¢em volumenu 96 %
etanola (1,10 — 1,93 ml; Tablica 2.). Etanolna otopina DMDO-Br promijesana je s etanolnom
otopinom lecitina. Koncentracija lecitina u smjesi etanolnih otopina iznosila je 25 mg/ml.
Volumen smjese etanolnih otopina DMDO-Br i lecitina je konstantan (2 ml; Tablica 2.).
Variranjem volumnog omjera etanolnih otopina DMDO-Br i lecitina postignuti su razliiti

maseni omjeri DMDO-Br i lecitina u smjesi etanolnih otopina (Tablica 3.).
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Vodena faza pripravljena je otapanjem natrijevog alginata u redestiliranoj vodi u
koncentraciji od 10 mg/ml. Alikvot od 0,5 ml takve otopine natrijevog alginata razrijeden je
destiliranom vodom do 23 ml.

Deksametazon (10 mg) je otopljen u etanolnoj otopini lecitina i DMDO-Br. Dobivena
etanolna faza (2 ml) pomocu igle (unutarnjeg polumjera 0,75 mm) polako je injektirana u
vodenu fazu (23 ml) na magnetskoj mjesalici (900 okr/min). Tim postupkom su pripravljene
suspenzije lipidno-alginatnih nanocestica s razliCitim udjelima kationskog lipida i s dva
razligita lecitina (Lec S100 i Lec S45) (Cori¢, 2017; Plantié¢, 2017).

Tablica 2. Odnos volumena etanolne otopine DMDO-Br (10 mg/ml) i etanolne otopine

lecitina (50 mg) koje su pomijesane u jedinstvenu etanolnu fazu pri izradi lipidno-alginatnih

nanocestica
uzorak tip lecitina etanolna otopina etanolna otopina
DMDO-Br (ml) lecitina (ml)
Dex1 Lec S45 0,50 1,50
Dex2 Lec S45 0,70 1,30
Dex3 Lec S45 0,80 1,20
Dex4 Lec S45 0,90 1,10
Dex5 Lec S100 0,07 1,93
Dex6 Lec S100 0,10 1,90
Dex7 Lec S100 0,30 1,70
Dex8 Lec S100 0,50 1,50
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Tablica 3. Odnos masa ishodnih tvari koriStenih u pripravi nanocestica

uzorak tip lecitina DMDO-Br lecitin deksametazon natrijev

(mg) (mg) (mg) alginat (mg)
Dex1 Lec S45 5,0 50 10 5
Dex2 Lec S45 7,0 50 10 5
Dex3 Lec S45 8,0 50 10 5
Dex4 Lec S45 9,0 50 10 5
Dex5 Lec S100 0,7 50 10 5
Dex6 Lec S100 1,0 50 10 5
Dex7 Lec S100 3,0 50 10 5
Dex8 Lec S100 5,0 50 10 5

Etanolna faza Vodena faza

3.2.2. Odredivanje veli¢ine nanocestica

Veli¢ina nanocestica mjerena je fotonskom korelacijskom spektroskopijom (engl.

photon correlation spectroscopy; PCS) (Zetasizer 3000HS, Malvern Instruments, Malvern,

Velika Britanija). Ova tehnika temelji se na mjerenju intenziteta rasprienja snopa svijetlosti

na suspendiranim Cesticama. Iz funkcije intenziteta rasprSene svjetlosti ovisno o vremenu

moze se izraCunati veli¢ina 1 stupanj disperznosti Cestica. Funkcija ovisi o temperaturi i

viskoznosti suspenzijskog sredstva pa se mjerenje provodi pri konstantnoj temperaturi T=25

°C i istom suspenzijskom sredstvu (pro¢is¢enoj vodi). Promjenu funkcije intenziteta ovisno o

vremenu uzrokuje Brownovo gibanje Cestica, a ovisno o veliini Cestica. Manje Cestice se

gibaju brZe nego vece.

Uzorak je obasjan koherentnim monokromatskim svijetlom He-Ne laserske zrake (A =

633 nm) od 10 mW te je pod kutom od 90° mjeren stupanj rasprSenja. Suspenzije nanocestica

Su prije mjerenja razrijedene proc¢is¢enom vodom u volumnom omjeru 1:5.
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3.2.3. Odredivanje zeta-potencijala nanocestica

Zeta-potencijal takoder je mjeren na PCS-u (Zetasizer 3000HS, Malvern Instruments,
Malvern, Velika Britanija). Mjerenje zeta-potencijala je indirektno, tj. doznaje se iz
elektroforetske pokretljivosti suspendiranih ¢estica uz pomoc¢ teorije elektrokinetike. Laserska
zraka (10 mW He-Ne) za pobudivanje je snop koherentnog monokromatskog svjetla.
Elektricno polje u kojem se Cestice gibaju je promjenjivo elektri¢no polje, pa se tako smjer
gibanja Cestica tijekom mjerenja periodicno mijenja. O brzini gibanja Cestica proporcionalno
ovisi frekvencija rasprsenja zrake. Mjerenja su provedena pri 25 °C. Uzorak je razrijeden

10mM otopinom NaCl u volumnom omjeru 1:5.

3.2.4. Priprema uzorka za liofilizaciju

Prije samog procesa liofilizacije suspenziji nanocestica dodan je krio/lioprotektor. U tu
svrhu su koristeni glukoza i trehaloza. Alikvotu (1,3 ml) uzorka (filtriranom kroz filter
veli¢ine pora 0,45 pum) je dodana odredena koli¢ina glukoze, odnosno trehaloze tako da
koncentracija Secera u uzorcima pripremljenim za liofilizaciju iznosi 1, 2,5, 51 10 % (m/V).

Pripremljen je i referentni uzorak bez Secera.

Uzorci su zatim preneseni u staklene bocice za liofilizaciju i poklopljeni gumenim
¢epom za liofilizaciju, tako da vodena para tijekom liofilizacije moze izaci iz boc¢ica. Uzorci
su nakon pripreme smrznuti pri -70 °C (Ultra-Low Temperature Freezer, Climas, Barcelona,

Spanjolska).

3.2.5. Liofilizacija

Zamrznuti uzorci liofilizirani su koriStenjem liofilizatora Alpha 1-4 (Martin Christ,
Osterode am Harz, Njemacka) pri temperaturi komore liofilizatora od -50 °C i tlaku od
0,2 mbar. Proces liofilizacije trajao je 24 sata. Liofilizati su do daljnje obrade Cuvani u

eksikatoru pri 8 °C.
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3.2.6. Rekonstitucija liofiliziranog uzorka

Liofilizirani uzorci resuspendirani su u filtriranoj pro¢i$¢enoj vodi, odnosno filtriranoj
10 mM otopini NaCl — volumena jednakog volumenu suspenzije nanocestica prije liofilizacije
(1,3 ml). Najprije je dodana polovica volumena tekuéine za rekonstituciju, uzorak je nekoliko
sekundi soniciran na ultrazvu¢noj kupelji (Bransonic, Danbury, USA), te potom razrijeden

preostalim volumenom tekucine za rekonstituciju.

3.2.7. Karatkerizacija rekonstituirane suspenzije nanocestica

Rekonstituirana suspenzija nanocestica karakterizirana je s obzirom na veliCinu,

polidisperznost i zeta-potencijal nanocestica kako je opisano u odjeljcima 3.2.2. i 3.2.3.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Priprava i karakterizacija lipidno-alginatnih nanocestica s deksametazonom

Posljednjih desetljeca sve je veci interes za istrazivanjem nanocestica kao nosaca
lijekova. Polimerne nanocestice, kao i dendrimeri, liposomi, nanoemulzije i micele, novi su
terapijski sustavi koji se koriste u svrhu poboljSanja farmakokinetickih svojstava lijeka
(Jeevanandam i sur., 2016; Mohanraj i Chen, 2006). Lijek moze biti otopljen, uklopljen,
inkapsuliran ili adsorbiran na matriks nanocestice. Ovisno o metodi pripreme, nanocestice
mogu biti nanosfere ili nanokapsule. Nanokapsule su vezikularni sustavi kod kojih je lijek u
jezgri nanocestice obavijen polimernom ovojnicom, dok su nanosfere matriksni sustavi u

kojima je lijek jednoliko dispergiran (Mohanraj i Chen, 2006).

U ovom radu nanocestice su pripravljene tehnikom injektiranja etanolne otpine lipida
(lecitina i kationskog lipida) u vodenu otopinu polimera (alginata) (Cori¢, 2017; Planti¢,
2017). Ta tehnika je jednostavna i reproducibilna, a uvjeti priprave nanocestica su blagi.
Otapanje deksametazona zajedno s lipidima u etanolnoj fazi omogucilo je uklapanje

deksametazona u nanocestice pripravljene opisanom tehnikom.

Pripravljene su nanocestice s lecitinom S45 i s lecitinom S100. Ovisno o tipu lecitina,
variran je maseni omjer lecitina i kationskog lipida, kako bi se pripravila lipidna smjesa
ukupnog pozitivhog naboja i omogucila interakcija s negativho nabijenim karboksilnim
skupinama alginata (Corié¢, 2017; Planti¢, 2017). Formirane nanocestice ukupno su negativno

nabijene zbog prisustva alginata na njihovoj povrsini.

Slika 8. prikazuje veli¢inu i naboj lipidno-alginatnih nanocestica pripravljenih u ovom
radu. Indeks polidisperznosti za nanocestice pripravljene s lecitinom S45 iznosio je od
0,24 + 0,01 do 0,39 + 0,15, dok je za nanocestice pripravljene s lecitinom S100 iznosio od
0,26 + 0,04 do 0,60 + 0,20. Dobiveni rezultati u skladu su s vrijednostima prethodnih
istrazivanja lipidno-alginatnih nanocestica. Planti¢ je u istrazivanju koristila lecitin S100 te je
veli¢ina dobivenih nanocestica iznosila od 109,1 + 3,1 nm do 258,6 + 4,2 nm, indeks
polidisperznosti iznosio je od 0,24 + 0,01 do 0,54 + 0,17 te zeta-potencijal od -14,2 + 0,3 mV
do -31,7 + 1,0 mV (Planti¢, 2017). Cori¢ je u istraZivanju za pripravu nanocestica koristila
lecitin S45, a dobivene nanocestice bile su karakterizirane veli¢inom od 191,6 + 1,3 nm do
200,3 £+ 3,7 nm, indeksom polidisperznosti od 0,24 + 0,01 do 0,32 + 0,03 te zeta-potencijalom
od -35,1+ 0,7 mV do -42,0 + 0,6 mV (Cori¢, 2017).
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Kao i u prethodnim istrazivanjima, i u ovom radu je omjer lecitina i kationskog lipida
znacajnije utjecao na veli¢inu nanocestica pripravljenih s lecitinom S100, a u oba slucaja, s
porastom sadrzaja kationskog lipida, u interakciji s alginatom dobivene su nanocestice

negativnijeg povrsinskog naboja (Corié¢, 2017; Planti¢, 2017).
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Slika 8. Utjecaj masenog omjera kationskog lipida i lecitina na veli¢inu (stupiéi) i naboj
nanocestica (m) pripravljenih s lecitinom S45 (lijevo) i lecitinom S100 (desno). Prikazane su

srednje vrijednosti + standardna devijacija (n=3).

Priprema uzorka za liofilizaciju

Prije pocetka procesa liofilizacije nanocCestice je potrebno zastititi od fizickih 1
kemijskih naprezanja. U tu svrhu upotrebljena su dva razlicita krio/lioprotektora, glukoza i
trenaloza. Navedeni krio/lioprotektori odabrani su prema predhodnim istrazivanjima o
uspjesnosti oCuvanja fizickih svojstva koloidnih sustava nakon liofilizacije uz dodatak
glukoze i trehaloze (Schwarz i Mehnert, 1997; Chacon i sur., 1999; Sameti i sur., 2003; Hafner i sur.,
2011; Fonte i sur., 2012).

Glukoza 1 trehaloza su slicnih kemijskih svojstava, ali se razlikuju prema ucinkovitosti
zastite nanocestica tijekom liofilizacije. OcCuvanje fizickih svojstava nanocestica nakon

liofilizacije znacajno ovisi o ponasanju krioprotektora tijekom smrzavanja — amorfni
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krioprotektori su bolji nego oni koji kristaliziraju (Abdelwahed i sur., 2006c i Zhang i sur.,
2008). Zhang i suradnici objasnili su staklasto stanje glukoze i trehaloze tijekom smrzavanja
gustim povezivanjem Secera vodikovim vezama s polarnim glavama lecitina, ¢ime je

kristalizacija Secera inhibirana (Zhang i sur., 2008).

4.2. Utjecaj vrste i koncentracije krio/lioprotektora na fizi¢ka svojstva nanocestica
poslije liofilizacije
U ispitivanju su koriStena dva razlicita krio/lioprotektora u svrhu ocuvanja veli¢ine i

naboja lipidno-alginatnih nanocestica s deksametazonom te sprje¢avanja agregacije i lakSe

rekonstitucije liofiliziranog uzorka.

Prije liofilizacije uzorcima je dodana trehaloza ili glukoza pri koncentraciji u rasponu
od 1 do 10 %, m/V. Takoder je za svaki uzorak pripremljen i kontrolni uzorak, bez dodatka
Secera. Navedene koncentracije odabrane su temeljem prijasnjih ispitivanja u kojima su, pri
liofilizaciji koloidnih sustava, krio/lioprotektori najéesc¢e koristeni u koncentracijama od 1 do
20 % (m/V) (Tablica 1.). Hafner i suradnici (2011) su u svrhu optimiranja procesa liofilizacije
lecitinsko-kitozanskih nanoCestica s melatoninom Kkoristili glukozu i trehalozu kao

krio/lioprotektore u koncentraciji od 1 do 10 % (m/V).

Liofilizacija suspenzije lipidno-alginatnih nanocestica bez dodatka glukoze ili
trehaloze rezultirala je velikim povecanjem veli¢ine promjera nanocestica, odnosno doslo je
do agregacije te drasti¢énog povecanja indeksa polidisperznosti. Dodatkom Secera u suspenziju
nanocestica prije liofilizacije, olakSana je rekonstitucija liofilizata; Svi liofilizirani uzorci

mogli su se lako redispergirati.

Uspjesnost ocuvanja veli¢ine nanocestica nakon liofilizacije u prisustvu krioprotektora
(glukoze ili trehaloze) i rehidracije u ishodnom volumenu suspenzije prikazana je na Slici 9. i
Slici 10. Primjena glukoze kao krio/lioprotektora osigurala je prihvatljive veli¢ine nanocestica
nakon liofilizacije jedino u slucaju lipidno-alginatnih nanocestica pripravljenih s lecitinom
S45, pri masenom omjeru kationskog lipida i lecitina od 7:50, te pri koncentraciji glukoze od
5110 % (m/V) (Slika 9 (a) i Slika 10 (a)). Indeks polidisperznosti kod navedenih uzoraka

takoder je bio zadovoljavajuci te je iznosio redom 0,29 + 0,02 i 0,29 + 0,04.
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U slucaju primjene trehaloze kao krio/lioprotektora, moze se uociti pravilnost u
stupnju ocuvanja veli¢ine nanocestica - s porastom koncentracije trehaloze nanocestice U
rekonstituiranim uzorcima su manje, a time i blize veli¢ini prije liofilizacije (Slika 9 (b) i
Slika 10 (b)). Zadovoljavaju¢e odstupanje veli¢ine nanocCestica i indeksa polidisperznosti
postignuto je kod rekonstitucije svih uzoraka liofiliziranih uz dodatak trehaloze u
koncentraciji od 10 % (m/V), ali najinteresantnije rjeSenje je ono postignuto s najmanjom
koncentracijom trehaloze, 2,5 % (m/V: Dex7).
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Slika 9. Stupanj ocuvanja veli¢ine lipidno-alginatnih nanocestica pripravljenih s
lecitinom S45 liofiliziranih u prisustvu glukoze (a) ili trehaloze (b)
u koncentraciji od 1, 2,5, 51 10 % (m/V).

Prikazane su srednje vrijednosti + standardna devijacija (n=3) do vrijednosti 1500 %.
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Slika 10. Stupanj ocuvanja veli¢ine lipidno-alginatnih nanocestica pripravljenih s
lecitinom S100 liofiliziranih u prisustvu glukoze (a) ili trehaloze (b)
u koncentraciji od 1, 2,5, 5 10 % (m/V).

Prikazane su srednje vrijednosti + standardna devijacija (n=3) do vrijednosti 1500 %.

Sli¢ni rezultati dobiveni su i u slucaju optimiranja procesa liofilizacije lecitinsko-
kitozanskih nanocestica s melatoninom, pri kojem se takoder trehaloza pokazala boljim
krio/lioprotektorom od glukoze, a ocuvanje svojstava nanoCestica nakon liofilizacije
postignuto je u prisustvu trehaloze u koncentraciji od 2,5 % (m/V) (Hafner i sur., 2011). Vec
su navedena svojstva trehaloze kojima se moZe objasniti njena efikasnost kao
krio/lioprotektora. Prednost trehaloze su njezina niska higroskopnost, slaba kemijska

reaktivnost, visoka temperatura staklastog prijelaza, svojstvo ne stvaranja internih vodikovih
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veza, a stvaranje fleksibilnijih vodikovih veza s nanocesticama tijekom liofilizacije (Crowe i
sur., 1996; Abdelwahed i sur., 2006a; Hafner i sur., 2011).

Mjerenjem zeta-potencijala fotonskom korelacijskom spektroskopijom moze se
procijeniti je li doslo do promjene na povrsini nanocestica tijekom liofilizacije. Takoder se
moze procijeniti 1 interakcija izmedu nanocestica 1 ekscipijensa (Fonte, 2016.). Tako su
primjerice, De Chasteigner 1 suradnici, stvaranjem vodikovih veza izmedu povrSine
nanocestica i1 ekscipijensa objasnili promjenu zeta potencijala sa —40,9 mV na —20,4 mV
nakon dodatka saharoze u koncentraciji od 10 % (m/V) (De Chasteigner i sur., 1996).

Uspjesnost ocCuvanja zeta-potencijala nanocestica nakon liofilizacije u prisustvu
krioprotektora (glukoze ili trehaloze) i rehidracije u ishodnom volumenu suspenzije
prikazana je na Slici 11. i Slici 12. U slucaju nanoCestica pripremljenih s lecitinom S45,
odstupanje zeta-potencijala nakon liofilizacije i rekonstitucije u odnosu na zeta-potencijal
prije liofilizacije iznosi do 34,2 % kod uzoraka s glukozom, odnosno do 16,0 % kod uzoraka s
trehalozom. U slucaju nanocestica pripremljenih s lecitinom S100, odstupanje iznosi redom
do 45,8 %, odnosno do 48,6 %. Iz navedenog se moze zakljuciti da je najbolje oCuvanje zeta-
potencijala postignuto u slucaju liofilizacije nanocestica pripravljenih s lecitinom S45, u

prisustvu trehaloze kao krioprotektora.
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Slika 11. Stupanj o¢uvanja zeta-potencijala lipidno-alginatnih nanocestica
pripravljenih s lecitinom S45 liofiliziranih u prisustvu
glukoze (a) ili trehaloze (b) u koncentraciji od 1, 2,5, 51 10 % (m/V).

Prikazane su srednje vrijednosti + standardna devijacija (n=3) do vrijednosti 140 %.
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Slika 12. Stupanj o¢uvanja zeta-potencijala lipidno-alginatnih nanocestica
pripravljenih s lecitinom S100 liofiliziranih u prisustvu
glukoze (a) ili trehaloze (b) u koncentraciji od 1, 2,5, 51 10 % (m/V).

Prikazane su srednje vrijednosti + standardna devijacija (n=3) do vrijednosti 140 %.

Uloga krio/lioprotektora tijekom liofilizacije je i ocuvanje strukture liofilizata te
sprjecavanje njegovog kolapsa. Nakon desolvatacije liofilizirani uzorak, odnosno kolac,
trebao bi zauzimati jednaki volumen kao i uzorak prije liofilizacije. No, iz izgleda liofilizata
ne moZe se procijeniti sveukupni krio/lioprotektivni ucinak, odnosno ocuvanje svojstava
nanocestica. Tako je primjerice manitol, koji je ¢esto upotrebljavani ekscipijens u liofilizaciji,

prikladan za ocuvanje strukture liofilizata, ali je slab lioprotektor (Huang, 2002).
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Na Slici 13. prikazani su reprezentativni liofilizati suspenzije nanocestica liofilizirane uz
dodatak glukoze, odnosno trehaloze. Vidljivo je da je u prisustvu glukoze struktura kolaca
narusena te je doslo do kolapsa, za razliku od liofilizata s trehalozom koji zauzima pravilan
volumen 1 jednak volumen kao 1 suspenzija nanocestica prije liofilizacije. Jednako zapazanje
izneseno je u istrazivanju Hafner i suradnika (Hafner 1 sur., 2011). Liofilizati s naruSenom
strukturom u pravilu sadrzavaju vecéu koli¢inu ostatne vlage te se teze rekonstituiraju (Konan i

sur., 2002).

Slika 13. Reprezentativni liofilizirani uzorci lipidno-alginatnih nanocestica s
deksametazonom masenog omjera kationskog lipida i lecitina 1:50, pripremljeni s lecitinom

S100 (uzorak Dex7) i liofilizirani s glukozom (desno) i trehalozom (lijevo), 2,5 % (m/V).

4.3. Utjecaj tipa lecitina na fizi¢ka svojstva nanocestica poslije liofilizacije

Lecitin je smjesa lipida i to uglavnom fosfolipida (Slika 14.), dok ostatak smjese ¢ine
masne kiseline, trigliceridi i ugljikohidrati. Sastav lecitina ovisi o izvoru iz kojeg je izoliran
(vecinom je to soja ili jaje), te o stupnju proc¢is¢avanja. Lecitin se primjuje u farmaceutskoj,
kozmetickoj i prehrambenoj industriji. U farmaceutici nalazi upotrebu kao emulgator,
disperzijsko i solubilizacijsko sredstvo u ljekovitim pripravcima za parenteralnu primjenu,

parenteralnim nutritivnim pripravcima i u oblicima za topikalnu primjenu (Rowe i sur, 2006).
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Slika 14. Struktura L-a-fosfatidilkolina (Preuzeto sa www.sigmaaldrich.com)

U pripremi lipidno-alginatnih nanocestica koristena su dva tipa lecitina — lecitin S45 i
lecitin S100. Slovo "S" oznacava izvor iz kojeg je lecitin dobiven, u ovome sluéaju to je soja.
Broj nakon slova govori o udjelu fosfatidilkolina u smjesi lipida: lecitin S45 sadrzi oko 45 %
fosfatidilkolina, dok lecitin S100 sadrzi vise od 94 % fosfatidilkolina (www.lipoid.com).
Navedeni lecitini razlikuju se i u sadrzaju sastavnica o kojima ovisi naboj. Fosfatidilkolin je
neutralan pa negativnom naboju smjese lecitina doprinose negativno nabijene slobodne masne
kiseline. Tako je lecitin S45 ukupnog negativhog naboja, dok je lecitin S100 neutralniji. U
istrazivanju lecitinsko-kitozanskih nanocestica s melatoninom Hafner i suradnici Koristili su
razlicite tipove lecitina u njihovoj izradi: lecitin S100, lecitin S75 i lecitin S45. Zeta-potencijal
lipidnih nanodestica pripravljenih injektiranjem etanolne otopine lecitina S100 i etanolne
otopine lecitina S45 u proc¢iséenu vodu iznosio je redom -12,4 + 28 mV i -33,3 £ 1,5 mV
(Hafner i sur., 2009).

Ocuvanje veli¢ine nanoCestica nakon liofilizacije nije ovisilo o tipu lecitina
koriStenom u pripravi nanocestica (Slika 9. i Slika 10). Medutim, bolje ocuvanje zeta-
potencijala nakon liofilizacije postignuto je kod nanocestica pripravljenih s lecitinom S45 u
odnosu na nanocestice pripravljene s lecitinom S100, posebice kada je kao krio/lioprotektor
koristena trehaloza (Slika 11. i Slika 12.).

4.4. Utjecaj masenog omjera kationskog lipida i lecitina na fizicka svojstva nanocestica
poslije liofilizacije
Kationski lipid DMDO-Br (Slika 15.) koristen je da bi se omogucila elektrostatska

interakcija izmedu lecitina i alginata. DMDO-Br je kvaterni amonijev spoj s dugim alkilnim
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lancem koji mu daje lipofilna svojstva. Alkilni lanac omogucéuje pripremu kationskih
liposoma kao nosaca lijekova koji mogu stupiti u elektrostatsku interakciju s negativno

nabijenim strukturama/povrsinama (www.sigmaaldrich.com).

(|3H2(CH2)100H3
ch_r‘l\“_CHg Br_
CH2(CH2)10CH3

Slika 15. Struktura dimetildioktadecilamonij-bromida (Preuzeto sa www.sigmaaldrich.com)

Alginat je linearni koplimer blokova B-D-manuronata (M) i a-L-glukuronata (G)
povezanih 1,4-vezama (Slika 16.). U farmaceutskoj industriji koristi se kao stabilizirajuce i
suspendiraju¢e sredstvo, punilo u tabletama, sredstvo za povecanje viskoznosti te za
postizanje kontroliranog oslobadanja, a u oblicima za oralnu i topikalnu primjenu (Rowe i sur,
2006). Zbog svoje biokompatibilnosti, male toksi¢nosti, relativno lake dobavljivosti, niske
cijene i svojstva geliranja, intenzivno se istrazuje za biomedicinsku upotrebu. Pogotovo je

atraktivna upotreba alginatnih hidrogelova kao nosaca lijekova (Lee i Mooney, 2012).

NaOOC, NaQOC

NaQOC
OH a oH o

oH -0 o OH
\ 0 0] © OW\ "0 o0 o
0 4] OH NaDOoC OH =0

NaQoC  OH

oH Na0OC OH

G G M M G M

G-blok M-blok GM-blok

Slika 16. Struktura alginata (Prilagodeno iz Daemi i sur., 2013)

U prethodnim istrazivanjima pokazano je da je naboj lipidnih nanocestica

pripravljenih samo od lecitina negativan (Hafner i sur., 2009), a lipidnih nanocestica od
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lecitina i kationskog lipida pripravljenih u odgovarajuéem omjeru pozitivan (Cori¢, 2017;
Planti¢, 2017). Dakle, dodatak kationskog lipida je neophodan za omogucavanje ionske
interakcije izmedu lipidne smjese i polimera alginata koja rezultira nastajanjem lipidno-
alginatnih nanocestica. Pove¢anjem masenog omjera kationskog lipida i lecitina zamijeceno je
povecanje veli¢ine nanocestica i negativnog zeta-potencijala (Slika 8.), $to je u skladu s veé
prethodno provedenim istrazivanjima (Cori¢, 2017; Planti¢, 2017). U pravilu, o¢uvanje
veli¢ine i1 zeta-potencijala nanoCestica nakon liofilizacije nije ovisilo 0 masenom omjeru
kationskog lipida i lecitina koristenom u pripravi nanocestica (Slika 9. - 12.). Iznimka je
primjer ocuvanja veli¢ine lipidno-alginatnih nanocestica s deksametazonom nakon
liofilizacije u prisustvu glukoze u slu¢aju nanocestica pripravljenih s lecitinom S45, jedino pri
masenom omjeru lecitina i kationskog lipida od 7:50, i pri koncentraciji glukoze od 51 10 %
(m/V).
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5. ZAKLJUCCI

Ocuvanje veli¢ine lipidno-alginatnih nanocestica s deksametazonom nakon
liofilizacije u prisustvu trehaloze postignuto je pri koncentraciji trehaloze od 10 %
(m/V), neovisno o tipu lecitina i omjeru lecitina i kationskog lipida koristenim u

pripravi nanocestica.

Ocuvanje veli¢ine lipidno-alginatnih nanocestica s deksametazonom nakon
liofilizacije u prisustvu glukoze postignuto je samo u sluc¢aju nanocestica pripravljenih
s lecitinom S45 pri masenom omjeru lecitina i kationskog lipida od 7:50, i to pri
koncentraciji glukoze od 51 10 % (m/V).

Najbolje oCuvanje zeta-potencijala nanocestica postignuto je u slucaju liofilizacije
nanocestica pripravljenih s lecitinom S45 i uz dodatak trehaloze kao

krio/lioprotektora.

Liofilizacija suspenzije nanocestica uz dodatak trehaloze kao krio/lioprotektora
rezultirala je lofilizatom koji je zauzimao volumen jednak volumenu suspenzije prije
liofilizacije. U slucaju liofilizacije uz dodatak glukoze kao krio/lioprotektora,

zabiljezen je kolaps strukture liofilizata.
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7. SAZETAK

Nanocestice kao nosaci lijekova predstavljaju nove terapijske sustave kojima se moze
osigurati ciljana/lokalizirana dostava i kontrolirano oslobadanje lijeka, no takoder nailaze na
ograni¢enja zbog fizicke i kemijske nestabilnosti. Da bi se poboljsala stabilnost suspenzija
nanoCestica provodi se suSenje. Kao jedna od najucinkovitijih metoda suSenja koloidnih
sustava pokazala se liofilizacija. Proces liofilizacije koloidnih terapijskih sustava potrebno je
optimirati kako bi se nanocestice zastitile od stresa tijekom liofilizacije. U tu svrhu Koriste se

razli¢iti krio/lioprotektori.

Cilj ovog rada bio je ispitati krio/lioprotektivni u¢inak glukoze i trehaloze (1 — 10 %,
m/V) pri liofilizaciji suspenzije lipidno-alginatnih nanocestica s deksametazonom. Kao
parametri uspjeSnosti ocuvanja fizickih svojstava mjereni su veli¢ina, indeks polidisperznosti

te zeta-potencijal nanocestica.

Pripremljene su lipidno-alginatne nanocestice s deksametazonom temeljem ionske
interakcije lipidne (lecitin i kationski lipid) smjese i alginata. Nanocestice su pripremljene s
dva razlicita tipa lecitina (lecitin S45 i lecitin S100) i s razliitim masenim omjerima
kationskog lipida i lecitina (od 0,7:50 do 9:50) te su karakterizirane s obzirom na veli¢inu,
polidisperznost i zeta-potencijal. Veli¢ina nanocestica ostala je ocuvana nakon liofilizacije u
prisustvu trehaloze pri koncentraciji od 10 % (m/V), neovisno o tipu lecitina i masenom
omjeru lectina i kationskog lipida. U prisustvu glukoze veli¢ina nanoCestica ostala je oCuvana
samo u slucaju liofilizacije nanocestica pripravljenih s lecitinom S45 pri masenom omjeru
lecitina i kationskog lipida od 7:50, i to pri koncentraciji glukoze od 5 i 10 % (m/V). Najbolje
ofuvanje zeta-potencijala nanocCestica postignuto je u slucaju liofilizacije nanocestica
pripravljenih s lecitinom S45 i uz dodatak trehaloze kao krio/lioprotektora. Liofilizacija
suspenzije nanoCestica uz dodatak trehaloze kao krio/lioprotektora rezultirala je lofilizatom
koji je zauzimao volumen jednak volumenu suspenzije prije liofilizacije. U slucaju
liofilizacije uz dodatak glukoze kao krio/lioprotektora, zabiljezen je kolaps strukture
liofilizata. Provedena preliminarna ispitivanja upucuju na zaklju¢ak da je trehaloza bolji

krio/lioprotektor od glukoze u procesu liofilizacije lipidno-alginatnih nanocestica.
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8. SUMMARY

Nanoparticles as drug carriers can provide targeted/localized delivery and controlled
drug release, but also encounter limitations due to physical and chemical instability. To
improve the stability of suspension of nanoparticles, drying procedures are carried out.
Freeze-drying has been shown as one of the most efficient methods of colloidal system
drying. The process of freeze-drying of colloidal drug delivery system needs to be optimized
in order to protect nanoparticles from stress generated during freezing and drying steps. For
this purpose, different cryo/lyoprotectants are used.

The aim of this work was to investigate the cryo/lyoprotective effect of glucose and
trehalose (1-10 %, w/V) during freeze-drying of dexamethasone-loaded lipid/alginate
nanoparticles suspension. In order to evaluate the effectiveness of selected
cryo/lyoprotectants, nanoparticles were characterised in terms of size, polydispersity index

and zeta-potential before and after the freeze-drying.

Dexamethasone-loaded lipid/alginate nanoparticles were prepared by ionic interaction
of lipid (lecithin and cationic lipid) mixture and alginate. Nanoparticles were prepared using
two different types of lecithin (lecithin S45 or lecithin S100) and at different cationic lipid-to-
lecithin weight ratios (from 0,7:50 to 9:50). Size of nanoparticles remained preserved after
freeze-drying in the presence of trehalose at the concentration of 10 % (w/V), for both lecithin
types and all cationic lipid-to-lecithin weight ratios used. In the presence of glucose,
nanoparticles size remained preserved only in the case of freeze-drying of nanoparticles
prepared with lecithin S45 at cationic lipid-to-lecithin weight ratio of 7:50, and glucose at the
concentration of 5 and 10% (w/V). The best preservation of zeta-potential of nanoparticles
was achieved in the case of freeze-drying of nanoparticles prepared with lecithin S45 and with
the addition of trehalose as a cryo/lioprotectant. Freeze-drying of suspension of nanoparticles
in the presence of trehalose as a cryo/lioprotectant resulted in lyopilisate which occupied a
volume equal to the volume of the suspension prior to freeze-drying. In the case of freeze-
drying in the presence of glucose as a cryo/lioprotectant, collapse of the lyophilisate structure
was observed. Conducted preliminary studies suggested that trehalose was better
cryo/lyoprotectant than glucose in the freeze-drying process of dexamethasone-loaded lipid/

alginate nanoparticles.
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limitations due to physical and chemical instability. To improve the stability of suspension of nanoparticles, drying
procedures are carried out. Freeze-drying is one of the most efficient methods of colloidal system drying. The process
of freeze-drying of colloidal drug delivery system needs to be optimized in order to protect nanoparticles from stress
generated during freezing and drying steps. For this purpose, different cryo/lyoprotectants are used.

The aim of this work was to investigate the cryo/lyoprotective effect of glucose and trehalose (1-10 %, w/V) during
freeze-drying of dexamethasone-loaded lipid/alginate nanoparticles suspension. In order to evaluate the effectiveness
of selected cryo/lyoprotectants, nanoparticles were characterised in terms of size, polydispersity and zeta-potential
before and after the freeze-drying.

Dexamethasone-loaded lipid/alginate nanoparticles were prepared by ionic interaction of lipid (lecithin and cationic
lipid) mixture and alginate. Nanoparticles were prepared using two different types of lecithin (lecithin S45 or lecithin
S100) and at different cationic lipid-to-lecithin weight ratios (from 0,7:50 to 9:50). Size of nanoparticles remained
preserved after freeze-drying in the presence of trehalose at the concentration of 10% (w/V), for both lecithin types and
all cationic lipid-to-lecithin weight ratios used. In the presence of glucose, nanoparticles size remained preserved only
in the case of freeze-drying of nanoparticles prepared with lecithin S45 at cationic lipid-to-lecithin weight ratio of
7:50, and glucose at the concentration of 5 and 10% (w/V). The best preservation of zeta-potential of nanoparticles
was achieved in the case of freeze-drying of nanoparticles prepared with lecithin S45 and with the addition of
trehalose as a cryo/lioprotectant. Freeze-drying of suspension of nanoparticles in the presence of trehalose as a
cryo/lioprotectant resulted in lyophilisate which occupied a volume equal to the volume of the suspension prior to
freeze-drying. In the case of freeze-drying in the presence of glucose as a cryo/lioprotectant, collapse of the
Iyophilisate structure was observed. Conducted preliminary studies suggested that trehalose was better
cryo/lyoprotectant than glucose in the freeze-drying process of dexamethasone-loaded lipid/alginate nanoparticles.
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