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1. UvOD

Svakodnevnim napretkom tehnologije i razvojem metoda kemijske sinteze, broj
novosintetiziranih djelatnih tvari u stalnom je porastu. Tijekom razvoja nove djelatne tvari
iznimno je bitno predvidanje bioraspolozivosti te tvari pri odredenom putu primjene. Mora,
dakle, biti poznat nac¢in i obim apsorpcije lijeka s mjesta primjene u krv i raspodjela do mjesta
djelovanja. Putuju¢i do mjesta djelovanja lijek prolazi kroz razliCite barijere koje odvajaju
tjelesne odjeljke (Katzung i sur., 2011). Stoga su djelatne tvari namijenjene za oralnu primjenu
klasificirane prema biofarmaceutskom sustavu Kklasifikacije (engl. Biopharmaceutics
Classification System, BSC) koji je prvi put objavljen 1995. godine (Amidon i sur., 1995). BCS
sustav podrazumijeva Klasifikaciju djelatnih tvari u Cetiri skupine prema njihovoj topljivosti.
Tako se u prvoj BCS skupinu ubrajaju dobro topljive i dobro permeabilne djelatne tvari, u drugu
BCS skupinu slabo topljive 1 dobro permeabilne djelatne tvari, u tre¢u BCS skupinu dobro
topljive i slabo permeabilne tvari, a u ¢etvrtu BCS skupinu slabo topljive i slabo permeabilne
djelatne tvari (Lobenberg i Amidon, 2000).

Za poboljsanje topljivosti slabo topljivih djelatnih tvari koriste se razni farmaceutsko-
tehnoloski pristupi u izradi formulacije lijeka. Jedan od znacajnijih pristupa je smanjenje
veliCine Cestica djelatne tvari mikronizacijom. lako se tako u odredenoj mjeri povecava brzina
otapanja tesko topljive tvari, ¢esto je ograniCen utjecaj na bioraspolozivost pa se u novije
vrijeme provode postupci nanonizacije u kojima se Cestice djelatne tvari smanjuju do
nanometarskih veli¢ina. Tako obradene djelatne tvari nazivaju se nanokristalima (Lovri€ 1 sur.,
2015). Primjena djelatne tvari u obliku nanokristala nije ograni¢ena samo na oralnu i
parenteralnu primjenu, ve¢ je svoju znacajnu ulogu ostvarila 1 u terapijskim pripravcima za

oftalmiC¢ku primjenu.

Slozenost strukture 1 fiziologije oka predstavlja izazov prilikom izrade odgovarajucih
formulacija. Kod oftalmicke primjene problem se javlja kod bioraspoloZivosti koja je relativno
mala zbog gubitka djelatne tvari s povrSine oka i slabe permeabilnosti roznice (Lovri€ i sur.,
2015). Formulacije s nanocCesticama djelatne tvari pokazale su napredak prevladavanjem
problema slabo topljivih lijekova i poboljsavanjem bioraspolozivosti. Takoder, pokazale su se
uspjeSnima u postizanju povec¢anog vremena zadrZavanja i propusnosti lijekova kroz epitel
roznice i o¢ne spojnice (konjunktive) (Sharma i sur., 2016). Stoga se stalno poduzimaju daljnja

istrazivanja kako bi se pobolj$ao u¢inak lijekova za oftalmi¢ku primjenu.



1.1. NANOKRISTALI
1.1.1. SVOJSTVA I SPECIFICNOSTI NANOKRISTALA

Nanokristali su ¢estice koje imaju veli¢inu od 1 do 1000 nm. Jedan od glavnih razloga primjene
nanokristala jest poveéanje brzine otapanja poveéanjem specifi¢ne povrsine tvari. Smanjenje
veli¢ine Cestica dovodi do poveéanja povrsine §to u konacnici povecava brzinu otapanja kako

je izrazeno Noyes — Whitneyjevom jednadzbom:

dr.,

[

=kXAX(c,—¢,)

(k — konstanta brzine otapanja, A — specifi¢na povrsina tvari koja se otapa, cs — topljivost tvari,

Cx — koncentracija tvari u otopini u vremenu t)

Jednadzba je izvedena na temelju modela u kojem je dispergirana Cestica u otapalu okruzena
tankim stacionarnim slojem otapala (JalSenjak i sur., 1998). 1z Noyes-Whitneyjeve jednadzbe
mogu se pretpostaviti razlike u brzini otapanja izmedu mikroniziranih i nanoniziranih Cestica
djelatne tvari jer je brzina otapanja krutine to veca $to je veca povrSina krutine s koje se odvija
proces otapanja. Znacajno povecanje specificne povrSine nanoniziranih Cestica djelatne tvari
pozitivho utjeCe na njezina biofarmaceutska svojstva kao $to su adhezivnost 1 vrijeme

zadrZzavanja na mjestu apsorpcije (Lobenberg i Amidon, 2000).
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Slika 1.: Specifi¢na povrsina tvari povecava se sa smanjenjem veli¢ine Cestica djelatne tvari od

mikrometarskih do nanometarskih veli¢ina (Lovri¢ i sur., 2015).

Nadalje, prema Noyes-Whitneyjevoj jednadzbi brzina otapanja nanocestica dodatno se
povecava jer je omjer dcyx/dt proporcionalan gradijentu koncentracije (cs — cx)/h, a jedno od
svojstava nanocestica jest i smanjenje debljine stacionarnog difuznog sloja otapala. (Slika 2.)
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U usporedbi s mikrokristalima, dolazi do znacajnog povecanja koncentracijskog gradijenta i
povecéanja brzine otapanja nanocestica (Junghanns, 2006). (D — prividni koeficijent difuzije

tvari u otapalu, h — debljina stacionarnog sloja otapala)

dr.,

[

_ _D
=bkx AX(c,—c,) k=

(D — prividni koeficijent difuzije tvari u otapalu, h — debljina stacionarnog sloja otapala)

dc c.—c.
L= Ax Dx| —=
dt [ h ]

Cs Cx Cs Cx

Slika 2.: Usporedba debljine stacionarnog difuzijskog sloja otapala h izmedu cCestice A

mikrometarske veli¢ine i Cestice B nanometarske veli¢ine (Junghanns, 2006).

Nanodestice pokazuju jo$ jedno znacajno fizikalno — kemijsko svojstvo, a to je povecanje
topljivosti. Krutina se otapa u kontaktu s otapalom sve dok se otopina ne zasiti, tj. dok se ne
postigne ravnotezno stanje izmedu koncentracije neotopljene tvari i koncentracije otopljene
tvari (Atkins i de Paula, 2014). Svaka tvar ima konstantnu topljivost, a izrazava se kao
vrijednost pojedine tvari u odredenom otapalu 1 pri stalnoj temperaturi. Svodenjem Cestica
djelatne tvari na nanometarske veli¢ine moguce je povecati topljivost te tvari. Odnos izmedu
topljivosti i veli¢ine Cestica krute tvari opisan je Ostwald-Freundlichovom jednadzbom i iz nje
se vidi da se smanjenjem veli¢ine Cestica povecava topljivost krutine (Ely i sur., 2014). Vazno

svojstvo za opisivanje topljivosti neke tvari jest njezina struktura, odnosno nalazi li se ta tvar u
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kristalnom ili amorfnom stanju. Tvari u amorfnom stanju imaju bolju topljivost od tvari u
kristalinicnom stanju jer je slobodna energija amorfnog oblika veca od slobodne energije
kristalinicnog oblika. Dakle, za postizanje najbolje topljivost moze se koristiti krutina u
amorfnom stanju svedena na nanometarske veli¢ine. Ipak, tu je potrebno zadovoljiti zahtjev da

tvar u amorfnom obliku bude stabilna tijekom roka trajanja farmaceutskog proizvoda.
1.1.2. POSTUPCI | METODE PROIZVODNJE NANOKRISTALA

Postoje razlicite metode i postupci za proizvodnju nanokristala u Zeljenom obliku i veli¢ini.
Uglavnom se koriste postupci vlaznog mljevenja, visokotlatne homogenizacije, precipitacije
(talozenja) te njihove kombinacije (Junghanns i Miiller, 2008). Metode izrade nanokristala
mogu se ugrubo podijeliti u dvije skupine: metode smanjenja veliCina Cestica i metode
povecanja veli¢ine Cestica. Odabir nacina pripreme nanokristala djelatne tvari ovisi 0 fizikalno-
kemijskoj prirodi te tvari. Pregled tehnologija koje se koriste za proizvodnju nanokristala
prikazan je na Slici 3.

Metoda povecanja veli¢ine Cestica djelatne tvari (engl. bottom-up methods) je najstarija tehnika
pripreme nanokristala djelatne tvari (Gao i sur., 2008). Djelatna se tvar otopi u odgovaraju¢em
otapalu, a zatim se dodaje antiotapalo koje dovodi do talozenja fino dispergiranih nanokristala.
Metoda je relativno jednostavna, ali je potrebno odrediti uvjete taloZzenja (Lovri¢ i sur., 2015).
Otapala koja se koriste najceS¢e su organska, a djelatna tvar mora imati relativno dobru
topljivost u tom otapalu. Otopina djelatne tvari mora se mijesati s antiotapalom, ali se sama
djelatna tvar ne smije otapati u antiotapalu. Za proizvodnju nanokristala slabo topljivih tvari
kao antiotapalo se obi¢no koristi voda (de Waard i sur., 2011). Uredaji za mijeSanje koji se
koriste za mijeSanje otopine djelatne tvari i antiotapala zasnivaju se na rotaciji, mlaznom
mijeSanju (engl. liquid jets) ili visekanalnom mlaznom mijeSanju (engl. multi-inlet vortex
mixing) (Lovri¢ i sur., 2015). Za talozenje djelatne tvari mogu se koristiti i superkritiéni fluidi,
kao sto je superkriticni ugljikov dioksid, CO2. Odredivanje uvjeta taloZenja je najkompliciraniji
dio ove metode, stoga se ona jo$ uvijek ne primjenjuje za industrijsku proizvodnju nanokristala
djelatne tvari. Nankoristali dobiveni metodom taloZenja mogu biti kristalne ili amorfne prirode
(Suni Yeo, 2012). Za industrijsku uporabu metode taloZenja kao problem se javlja prilagodba
brzine talozenja djelatne tvari, a mijeSanje je vrlo usporeno u velikim industrijskim
spremnicima §to se odrazava na veli¢inu i raspodjelu Cestica kona¢ne nanosuspenzije (Muller i

sur., 2011).
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Druga skupina farmaceutsko — tehnoloskih metoda izrade nanokristala su metode smanjenja
veli¢ine Cestica (engl. top — down methods). Veli¢ina ¢estica krutine djelatne tvari smanjuje se
na manje dimenzije koriStenjem postupka vlaznog mljevenja (engl. wet milling) ili
visokotlatnog homogeniziranja (engl. high pressure homogenization). Metoda vlaznog
mljevenja danas je najvisSe koriStena metoda u industrijskoj proizvodnji nanokristala djelatne

tvari.

Moze se koristiti postupak niskoenergetskog vlaznog mljevenja, koji je jednostavnija opcija, ili
visokoenergetsko vlazno mljevenje koje je industrijski prihvatljivije jer je brze. Mikronizirana
djelatna tvar dispergira se u disperzijskom sredstvu uz dodatak stabilizatora. Djelovanjem
kuglica i mjesaca djelatna se tvar melje zbog smi¢nih naprezanja na velike Cestice suspendirane
djelatne tvari (Lovri¢ i sur., 2015). Kod visokoenergetskog vlaznog mljevenja Cestice djelatne
tvari izloZzene su utjecaju visoke energije, a smanjivanje ¢estica rezultat je djelovanja sila
smicanja i tlaka unutar komore za mljevenje. Koli¢ina disperznog sredstva i djelatne tvari te
brzina i vrijeme rotacije predstavljaju znacajne procesne parametre (Sharma i sur., 2016).
Vrijeme mljevenja ovisi 0 mnogim ¢imbenicima, a moZe trajati od oko 30 minuta do nekoliko
sati ili dana (Merisko-Liversidge i sur., 2003). Problem kod visokoenergetskog vlaznog
mljevenja je abrazija kuglica od cirkonijevog oksina S§to rezultira onec¢iS¢enjem nanosuspenzije
djelatne tvari. To je izrazito vazno kod izrade nanokristala djelatne tvari za kroni¢nu ili
oftalmi¢ku primjenu. Zbog toga se, umjesto cirkonijevih, koriste polistirenske kuglice za
mljevenje izrazito elasticnih svojstava. Glavna prednost metode vlaznog mljevenja jest
prilagodljivost uzorku jer se tim postupkom gotovo svaka djelatna tvar moze samljeti do

nanometarskih veli¢ina Cestica (Moschwitzer, 2013).

Kod proizvodnje nanokristala djelatne tvari metodom visokotlacnog homogeniziranja postoje
tri vazne tehnologije: mikrofluidizacija (IDD-P™ tehnologija), homognizacija na principu
klipa i uskog otvora u vodenom (Dissocubes ® tehnologija) ili nevodenom mediju (Nanopure ®
tehnologija) (Lovri¢ i sur., 2015). Mikrofluidizacijom se mogu stvoriti nanometarske Cestice
uslijed frontalnog sudara dvaju fluida pod tlakom od 1700 bara Sto dovodi do sudara Cestica
djelatne tvari, posmicnih i kavitacijskih sila (Tunick i sur., 2002). Za stabiliziranje Zeljene
veli¢ine Cestica potreban je dodatak surfaktanta. Za dobivanje nanokristala djelatne tvari treba
provesti 50 ili viSe mikrofluidizacijskih ciklusa (Junghanns i Miiller, 2008). Homogenizacija
na principu klipa i uskog otvora je slicna vlaZznom mljevenju i relativno jednostavna.
Makrosuspenzija djelatne tvari prolazi kroz nekoliko visokotla¢nih homogenizacijskih ciklusa,

a primijenjeni tlak iznosi izmedu 1000 i 2000 bara (Moschwitzer, 2013). Mjehuri koji su
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stvoreni uslijed vrenja vode implodiraju $to uzrokuje smanjenje veli¢ine Cestica djelatne tvari
zbog kavitacije. Ukoliko se visokotlacno homogenziacija odvija u nevodenom mediju,
smanjenje dimenzija Cestica posljedica je sila smi¢nog naprezanja i kolizije Cestica. Metoda
visokotla¢nog homogenziranja svoju je industrijsku primjenu nasla u proizvodnji farmaceutskih
ili prehrambenih liposoma i emulzija. Takoder, tijekom primjene te metode moze se odrzavati
aseptiCko stanje te je stoga primjenjiva za izradu nanosuspenzija za parenteralnu primjenu
(Krause i Miiller, 2011).

Kombinirani postupci izrade nanokristala djelatne tvari sastoje se od dva dijela pri ¢emu se u
prvom koraku djelatna tvar predobraduje talozenjem, a u drugom se koraku visokotlacnom
homogenzacijom smanjuje veli¢ina Cestica. Nanokristali dobiveni kombiniranim postupcija
imaju veli¢inu ispod 200 nm (Junghanns i Miiller, 2008). NANOEDGE®, smartCrystals®,
ARTcrystal®, H42 i H99 tehnologija primjeri su kombiniranih postupaka za proizvodnju
nanokristala (Shegokar i Miiller, 2010). Ipak, kombinirani postupci su slozeniji, a samim time
1 skuplji pa ih valja koristiti samo ako nije moguce primijeniti postupak vlaznog mljevenja ili

visokotlatnog homogeniziranja (Liu, 2013).

Tablica 1.: Usporedba prednosti, nedostataka i procesnih parametara tehnologija koje se koriste

za proizvodnju nanokristala (Sharma i sur., 2016).

Tehnologija

Procesni parametri

Prednosti

Nedostaci

Metode taloZenja

Brzina dodavanja
otapala, topljivost

Moguénost dobivanja
manjih veli¢ina

Zaostala organska
otapala, moguénost

Nanocrystals™

Hydrosol lijeka u otapalu, Cestica, amorfni rekristalizacije, male
NanoMorph™ koli¢ina stabilizatora, | karakter produkta, moguénosti za
omjer otapala i povecéanje topljivosti industrijsku uporabu
antiotapala
Metode vlaznog Brzina i vrijeme Primjena u industriji, Visoka vjerojatnost
mljevenja mljevenja, koli¢ina jednostavan proces, kontaminacije, dugo
sredstva za mljevenje, | izbjegavanje organskih | vrijeme obrade, velika
Nanomill® koli¢ina djelatne tvari, | otapala, primjenjivo za | koli¢ina sredstva za
Dynomill® temperatura velike koli¢ine mljevenje ograni¢ava

veliinu Sarze

Visokotla¢na
homogenizacija

Microfluidizer
Dissocubes®
Nanopure

Homogenizacijski
ciklus, tvrdoca
materijala

Pogodno za gotovo sve
vrste lijekova,
obnovljivost metode,
manje oneciscenja,
visoka djelotvornost

Velika raspodjela
veliCine Cestica,
neprikladno za
termoosjetljive tvari,
dugo vrijeme obrade




Kombinirane metode Kombinacija procesnih | Potreban manji broj Zaostala organska
parametara ciklusa i energije za otapala, poveéan broj

NANOEDGE™ visokotlaénog smanjenje veli¢ine ciklusa obrade,

H42 homogeniziranja i Cestica, moguce povecan troSak

H96 vlaznog mljevenja ili proizvesti Cestice proizvodnje

CT precipitacije manje od 100 nm

ARTcrystal®

1.1.3. STABILNOST SUSPENZIJA NANOKRISTALA

Smanjivanje dimenzija Cestica djelatne tvari na nanometarsku veli¢inu rezultira pove¢anjem
slobodne Gibbsove energije 1 specifiéne povrSine te tvari. Ta promjena slobodne Gibbsove
energije ¢ini sustav termodinamicki nestabilnim te je izraZzena tendencija stvaranja primarnih
nanokristala (aglomerata) ili rasta kristala (Wang i sur., 2013). Oswaldov mehanizam zrenja
nanosuspenzija jedan je od glavnih uzroka nestabilnosti. (Slika 4.) U nanosuspenziji manji se
kristali otapaju brze od vecih kristala, stvaraju koncentracijski gradijent te kona¢no uzrokuju

rast ve¢ih kristala u nanosuspenziji talozeéi se na njihovu povrsinu (Sun i Yeo, 2012).
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Slika 4.: Oswaldov mehanizam zrenja nanosuspenzija. Nanosuspenzija sadrzi razli¢ite veli¢ine
nanokristala djelatne tvari; manji se bolje i brze otapaju te otopljena tvar difundira prema ve¢im

neotopljenim nanokristalima, taloZi se na njih i pove¢ava njihovu veli¢inu (Lovri¢ i sur., 2015).

Drugi problem koji uzrokuju nestabilnost nanosuspenzija jesu aglomeracija, taloZenje i
razgradnja djelatne tvari. (Slika 5.) Flokulacija nanosuspenzija djelatne tvari rezultat je

privladenja izmedu Cestica nanokristala pri cemu nastaju aglomerati nanokristala.
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Slika 5.: Prikaz procesa koji utjecu na fizicku (aglomeracija, taloZenje, rast kristala) i kemijsku
(razgradnja tvari) nestabilnost nanosuspenzija djelatne tvari. Stabilnost nanokristala moguce je

povecati mehanizmima ionske ili steri¢ke stabilizacije (Lovric i sur., 2015).

Kako bi se povecala stabilnost nanosuspenzije koriste se oblagajuca sredstva za stabiliziranje
ili se izraduje suhi oblik nanokristala djelatne tvari (Wang i sur., 2013). Stabilizatori se koriste
za smanjenje slobodne energije sustava i za osiguranje stabilnosti sustava tijekom duzeg
vremenskog perioda. Kao stabilizatori najc¢es¢e se koriste povrsinski aktivne tvari (PAT).
Stabilnost izradene nanosuspenzije djelatne tvari predstavlja glavni problem pri primjeni

nanotehnologije u farmaceutskoj industriji (Lovri¢ i sur., 2015).
1.2. OGRANICENJA OFTALMICKE PRIMJENE LIJEKA

Oftalmicka primjena lijeka vrlo je zahtjevna zbog fizioloskih i anatomskih karakteristika oka,
poglavito jer postoji nekoliko membrana i barijera koje kontroliraju o¢nu isporuku lijekova.
(Slika 6.) Posto je oko vrlo osjetljiv organ, ima slozeni sustav zasStitnih barijera koje ga Stite od
prisustva stranih Cestica. U sustav zastite oka od neZeljenih Cestica pripada spontano treptanje,
inducirano suzenje (lakrimacija), suzni film i nepropusni epitel (Camasmie Peters i sur., 2019).
Barijere koje otezavaju primjenu topickih 1 sistemskih lijekova oftalmi¢kim putem mogu se

podijeliti na fizioloske i anatomske barijere.

Glavna fizioloska barijera koja sprjecava lokalnu primjenu lijeka jest prisustvo suznog filma.
Suzni se film sastoji od lipidnih komponenti i ostalih makromolekula kao §to su globulin,
lizozimi i albumin. pH vrijednost suznog filma iznosi 7,4, volumen oko 6,2 +2 uL, a srednja
debljina iznosi 7 um (Zhou i sur., 2012). Sastoji se od tri razli¢ita sloja: lipidnog, vodenog i
sluznog. Prvi, lipidni, sloj suznog filma u kontaktu je s vanjskim okruzenjem, ravnomjerno
pokriva vanjski segment oka i §titi ga od suho¢e. Drugi, vodeni, sloj ¢ine elektroliti, proteini,
peptidi 1 mali metaboliti i mucini; sprjecava isuSivanje oka, predstavlja zastitu od patogena,
osigurava podmazivanje tijekom treptanja i pokreta o¢iju (Camasmie Peters i sur., 2019). Treci
sloj suznog filma sastoji se uglavnom od negativno nabijenih mucina (ostatci sijalinske kiseline
1 sulfati) 1 najbliZi je povrSini roZnice. S obzirom na prisustvo negativnog naboja mozZe se
povecati vrijeme zadrZavanja i bioraspolozivost djelatne tvari ukoliko je ona pozitivno nabijena.
Na temelju elektrostatiCkih interakcija izmedu suprotnih naboja razvijene su kationske
nanocestice djelatne tvari (Lam i sur., 2014). Suzni se film obnavlja nakon svakog treptaja oka.

Tom prilikom dolazi do priljeva novog suznog filma iz suznih (lakrimalnih) zlijezda i brzog



ispiranja lijeka u nazolakrimalni kanal. To dovodi do slabe bioraspolozivosti primijenjenog

lijeka, a ujedno i do nezeljenih sistemskih nuspojava (Bron i sur., 2004).

lipidni sloj —— iy |\ o L i
(DO | | predniji 6: 'staklovina
segment
vodenisloj =
| 1: suzni film
. / N X —barijera krv-mreznica
mukozni sloj. (W zZjenica
—— E ; A~ ‘bjelooénica
F o)e)e] el

epitelne stanice —| @|® | _01\ CAN) A\
. elo] T
Bowmanov sloj L2l0 \2:kornealna / \
stroma — — ~ —— barijera sarenica / ‘3[\

S / le¢a » 2
1 kasto tijel ocni
Descemetova membrana » ‘ ZEAKASHOEX0 Sivac

endotelne stanice —{ @ o ij -0t i . i
| L @)/ barijera krv-o¢na vodica / , id¥aica
\ 5: barijera krv-mreZnica
QuoRaoann! ' 3:konjunktivna barijera 4 Zilnica
- Znji 7 ZLzilnica
endotelne stanice — s S W“_ gl g
P / .| segment barijera krv-mreZnica
krvne File / : Tmreinica

limfne Zile

Slika 6.: Prikaz o¢nih barijera (crvene zvjezdice) koje ograni¢avaju primjenu lijeka oftalmickim
putem. Zelenim su zvjezdicama oznacene farmakoloske mete prednjeg segmenta oka, a Zutim

zvjezdicama mete straznjeg segmenta oka (Sharma i sur., 2016).

Druga skupina barijera vezana je uz anatomsku gradu oka. Nacin isporuke lijeka moze iéi
kornealnim, konjunktivnim ili skleralnim putem, ovisno o fizikalno — kemijskim svojstvima
molekule lijeka (Ye isur., 2013). Kornealni put primjene lijeka je najces¢i, a primjenjuje se pri
lijeCenju infekcija prednjeg segmenta oka. Stoga su epiteli roznice presudni dijelovi kornealne
barijere koja ogranicava apsorpciju lijekova. Te stanice viSeslojnog epitela roznice medusobno
su povezane tijesnim spojevima (engl. tight junctions) sto uvelike ogranicava prolaz hidrofilnih
molekula. No, hidrofilne djelatne tvari mogu lakSe prodrijeti kroz kornealnu barijeru na
mjestima gdje su stanice epitela povezane dezmosomima, drugim nac¢inom medustani¢nog
povezivanja (Grass i Robinson, 1988). Nadalje, stroma roZnice sastoji se prvenstveno od
kolagena koje je hidrofilan §to djeluje ograni¢avajuce na jako lipofilne djelatne tvari (Weng i
sur., 2017). Glavni ¢imbenici o kojima ovisi prolazak lijeka kroz roznicu su njegova lipofilnost,

naboj, stupanj ionizacije te pH formulacije.

Nakon §to lijek nadvlada kornealnu barijeru, susre¢e se s novim barijerama, najprije o¢nom
spojnicom (konjunktivom), a potom bjeloo¢nicom. O¢na je spojnica bogato opskrbljena krvnim
zilama, a vréaste stanice na povrSinskom sloju epitela stabiliziraju suzni film proizvodnjom

sluzi. (Holland i sur., 2013) Zbog znacajne prokrvljenosti, spojnica je zasluzna za uklanjanje
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lijekova sistemskom cirkulacijom. Jednom kada prijede konjunktivalnu barijeru, lijek prodire
u bjeloocnicu (sclera). Bjelooc¢nica je propusnija za makromolekule u usporedbi s roznicom i

manje propusna u odnosu na o¢nu spojnicu (K-i i sur., 2005).

Krvno —okularne barijere u koje se ubrajaju barijera krv — o¢na vodica i barijera krv — mreznica,
ograni¢avaju ulazak lijeka iz sistemske cirkulacije u intraokularno podrucja. Barijera krv — o¢na
vodica sastoji se od nepigmentiranog epitela u zrakastom tijelu, a tijesni spojevi kontroliraju
aktivni 1 paracelularni transport te ograniCavaju ulazak hidrofilnog lijeka sustavnom
cirkulacijom u prednji segment oka (Weng i sur., 2017). Barijera krv — mreznica ograni¢ava
prijelaz lijeka iz sistemske cirkulacije u mreznicu, a njena je vaznost u tome Sto sprje¢ava ulazak
toksi¢nih makromolekula u oko. Krvno — mrezni¢ka barijera odrzava homeostazu unutar
mreznice (Cunha-Vaz. 1976).

Zbog navedenih ograniCenja terapijski ucinak je nezadovoljavajuc¢i ako se lijek primjenjuje
sistemski. Da bi se postigla zadovoljavajuc¢a ucinkovitost, trebalo bi povecati koncentraciju
djelatne tvari §to bi rezultiralo sistemskim nuspojavama. Ipak, krvno — okularne barijere djeluju
1 kao zastita jer sprjecavaju ulazak ksenobiotika 1 ostalih Stetnih tvari iz sistemske cirkulacije.
Zbog svih spomenutih barijera i mehanizama uklanjanja lijeka, tek 5% doze topikalno
primijenjenog lijeka apsorbira se u oko i prijede iz prednjeg u straznji segment oka (Sanchez-
Lopez i sur.,, 2017). Snazna potreba za modificiranjem nacina formulacije i primjene
oftalmickih pripravaka stavila je fokus na nanotehnologiju kao multidisciplinarni pristup

ciljnim lijekovima (Franguiero i sur., 2016).
1.3. PRIMJENA NANOKRISTALA U OFTALMICKIM PRIPRAVCIMA

1.3.1. SVOJSTVA OFTALMICKIH PRIPRAVAKA TEMLJENIH NA
NANOTEHNOLOGIJI

Zbog ranije navedenih anatomskih i fizioloskih karakteristika oka, oftalmicka primjena lijeka
vrlo je izazovna zbog slabe bioraspolozivosti tako primijenjenog lijeka. Kapi za oko, koje se
uglavnom koriste za lije€enje infekcija i drugih oboljenja prednjeg segmenta oka, imaju loSu
bioraspolozivost zbog brzog ispiranja djelatne tvari s povrSine oka i relativne nepermeabilnosti
roznice (Lovri¢ i sur., 2015). Masti za oftalmi¢ku primjenu imaju donekle bolju
bioraspoloZivost, ali se javlja problem zamagljenosti vida nakon primjene. IstraZivanja su
pokazala da se primjenom nanotehnologije mogu nadvladati problemi u isporuci oftalmickih
lijekova 1 posti¢i zadani ciljevi, npr. dovoljna koncentracija djelatne tvari koja u Zeljenom dijelu

oka ima povoljan terapijski uc¢inak (Sharma i sur., 2016).
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Primjena nanotehnologije u oftalmologiji zapocela je 1980. kada su upotrijebljeni nosaci u
obliku liposoma. Zbog malih dimenzija, nanonosaci su pokazali malu iritaciju uz poboljSanu
komatibilnost unutar ocnog tkiva. Nanonosaci pomazu prolazu djelatne tvari kroz fizioloske
barijere i upravo su zbog toga istrazivani za oftalmi¢ku primjenu jer su onemogucavali barijerno
smanjenje zeljene koncentracije djelatne tvari na ciljnom mjestu. (Reimondez-Troitino i sur.,
2015).

Istrazivajuci svojstva i karakteristike nanokristala, uvidjele su se prednosti njihove primjene u
oftalmiCkoj primjeni lijekova. Nanokristali su Cestice djelatne tvari bez prisustva matriksa, dok
povrsinu kristala prekriva stabiliziraju¢a tvar koja posreduje steriCku stabilnost te sprjecava
Ostwladovo zrenje (Tuomela i sur., 2014). Nanokristali djelatne tvari primjenjeni u obliku
nanosuspenzije pokazuju smanjenu iritaciju povrsine oka, suzenje i uklanjanje iz prekornealnog
podrucja (Lovri¢ i sur., 2015). Glavne prednosti dosad istrazenih nanokristala za oftalmicku
primjenu su povecana sigurnost oka, dulje zadrzavanje formulacije lijeka u prednjem segmentu
oka, povetana permeabilnost kroz roznicu, poboljSana bioraspolozivost 1 podnosljivost

(Sharma i sur., 2016). (Tablica 2.)

Tablica 2.: Djelatne tvari koje se u obliku nanokristala koriste za lije¢enje oftalmoloskih bolesti

(Camasmie Peters i sur., 2019).

Veli¢ina
Djelatna tvar Indikacija Metoda izrade Stabilizator Cestica
(nm)
Kollidon®30 (0,2%
Hidrokortizon (0,1% Mikrofluidna m/V), HPMC (0,5%
m/V) Upala oka precipitacija m/V) i Tween®80 295432
(0,1% m/V)
Kollidon®30 (0,2%
Hidrokortizon (0,1% Vlazno m/V), HPMC (0,5% N
m/V) Upala oka mljevenje m/V) i Tween®80 300
(0,2% m/V)
Hidrokortizon (0,1% Visokotla¢na Pluronic F68 (0,1%
Upala oka N 539
m/V) homogenizacija m/V)
. 0 . v H 0,
Prednizolon (0,1% Upala oka Vlsokot!acn_a_ Pluronic F68 (0,1% 211
m/V) homogenizacija m/V)
Deksametazon (0,1% Visokotla¢na Pluronic F68 (0,1%
Upala oka . 930
m/V) homogenizacija m/V)
Deksametazon acetat Cetilpiridin klorid
(0,05% m/m) i Vlazno (0,01% m/m) ili N
polimiksin B sulfat Upala oka mljevenje benzalkonij klorid 250
(0,1% m/m) (0,01% m/m)
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Deksametazon Upala oka ras;?rlgsgl?em Nije primjenjivo 833
Fluorometolon Upala oka ras;?rlgsgl?em Nije primjenjivo 620
Tranilast (0,5% m/V) Upala oka m\l?eavzenr%e HPBCD (5% m/V) 34 +£20
Indome;]a;w (0.5% Upala oka m\l?eavzenr%e HPBCD (5% m/V) 76+59
Nilvadipin (1% m/V)  Retinopatija m\ljtavzsrﬁe HPB%]/)VSO’s% 77
Brinz?:]e;m)id (5% Glaukom m\lgleaVZ;%e HPMrS/r(:)’ZS% 530 42
Forskolin (10% m/V) Glaukom m\ljta\/z;‘rze PO'(gﬁngj[n;‘O? 45 — 400

Klasi¢ne kapi za oko zahtijevaju velike koli¢ine povrSinski aktivnih tvari §to dovodi do iritacije
oka u obliku povecéanja crvenila i suho¢e oka. Oftalmi¢ke nanosuspenzije pokazale su manje
iritiraju¢i u¢inak na oko od komercijalno dostupnih formulacija ciklosporina A te transilasta,
disulfirama i kalpaina (Kim i sur., 2011, Nagai i sur., 2015). Kao §to je ve¢ receno, znacajnu
ulogu u uklanjanju oftalmicki primijenjenog lijeka ima suzni film. Nanokristali djelatne tvari
prodiru kroz sluzni sloj suznog filma i dolaze u kontakt s roznicom gdje se zadrzavaju i
ispoljavaju terapijski uéinak (primjer nanokristala loteprednol etabonata) (Popov i sur., 2013).
Dodatno zadrzavanje formulacije moZe se posti¢i pripremom in situ gela suspenzije ili

povecanjem viskoznosti.

Za lijeCenje glaukoma ili oboljenja mreznice potreban je prolazak lijeka kroz roznicu.
Primjenom nanokristala takoder je pove¢ana permeabilnost roZnice i topljivost slabo topljivih
djelatnih tvari. Povecana propusnost lijeka moze biti posljedica inhibicije P — glikoproteina u
epitelnim stanicama neionskim povrSinski aktivnim tvarima kao i endocitoze nanokristala
djelatne tvari (Reimondez-Troitino i sur., 2015). Nadalje, nanokristali pokazuju trenutac¢no i
produzeno oslobadanje djelatne tvari nakon topikalne oftalmicke primjene. Velika specificna
povrSina nanokristala djelatne tvari rezultira pove¢anom topljivos¢u i postizanjem vece pocetne
koncentracije lijeka koja ima terapijski uéinak. U interakciji s bioloskim membranama
nanokristali stje€u mukoadhezivna svojstva i povecavaju vrijeme zadrZzavanja u oku Sto
rezultira produZenim oslobadanjem djelatne tvari i posljedi¢no duZim terapijskim u¢inkom

(Ravichandran, 2009).
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1.3.2. PRIMJERI NANOPRIPRAVAKA ZA OFTALMICKU PRIMJENU

Nanokristali za oftalmicku uporabu mogu se proizvesti ve¢ ranije spomenutim dvjema
metodama: ,,odozdo prema gore* (precipitacijske metode) i ,,odozdo prema dolje* (vlazno
mljevenje, visokotlatna homogenizacija). Takoder, moze se koristiti i kombinacija tih dviju
metoda. Provedena je usporedna studija na primjeru nanosuspenzije hidrokortizona za
oftlmicku primjenu te su usporedene metode vlaznog mljevenja 1 mikrofluidne
nanoprecipitacije. Obje nanosuspenzije postigle su dvostruko duze djelovanje lijeka u
usporedbi s otopinom pripravljenom otapanjem hidrokortizona u propilenglikolu (Ali i sur.,
2011). Nadalje, tri gotovo u vodi netopljiva glukokortikoida, hidrokortizon, prednizolon i
deksametazon, pokazali su dvostruko i trostruko produzenje boravka lijeka na Zzeljenom mjestu
ako se umjesto otopine pripravi nanosuspenzija navedenih glukokortikoida. (Kassem i sur.,
2007).

Nanosuspenzije za oftalmicku primjenu u nekim slucajevima mogu smanjiti neZeljene ucinke
lijeka ili njegovu toksiCnost. S tim ciljem primpremljena je 1 nanosuspenzija indometacina. In
Vvivo i in vitro studije pokazale su bolji prolazak kroz roznicu tako pripremljenog lijeka u odnosu
na komercijalno dostupan proizvod. PovrSina ispod krivulje (AUC) za nanosuspenziju
indometacina iznosila je 819,5+91,3 uM/min, odnosno 76,5+16,9 uM/min. Nadalje, navedena
je nanosuspenzija pokazala bolju podnosljivost u stani¢noj liniji epitela roznice (HCE-T) u
usporedbi s drugim nesteroidnim protuupalnim lijekovima koji se koriste u u komercijalnoj

primejni (Nagai i sur., 2014).

U nastojanju da se pronade nacin lokalnog lijeCenja straznjeg segmenta oka, pripravljene su
suspenzije nilvadipina za lijeCenje disfunkcije mreznice. Primjena te nanosuspenzije smanjila
je disfuncije mreznice te nije primijecen periferni edem mreznice koji je znana nuspojava
nilvadipina. Kao povrsinski aktivna tvar za sprjeCavanje agregacije ¢vrstih nanocestica koriSten
je 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin (HPBCD) koji je zamijenio neionske stabilizatore koji se

obi¢no primjenjuju u tim formulacijama (Deguchi i sur., 2017).

lako nanotehnologija postaje sve prisutnija u biomedicini i zdravstvu, pa tako i u formuliranju
pripravaka za oftalmolosku primjenu, jo§ uvijek ne postoji znac¢ajan broj znanstvenih studija
koje se bave primjenom nanokristala u oftalmolo§kim pripravcima. Stoga postoji nezanemariv
potencijal u istrazivanjima slabo topljivih lijekova koji se primjenom nanotehnologije mogu

uobli€¢iti u primjenjive i djelotvorne formulacije.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Za lijeCenje problema suhog oka u azijskim se zemljama koristi djelatna tvar rebamipid. Na
trzistu postoji rebamipid u obliku 2% suspenzije za oftalmi¢ku uporabu. Cestice rebamipida su
mikrometarskih veli¢ina, a mlije¢no-bijela suspenzija nakon primjene uzrokuje kratkotrajno

zamucenje vida.

Rebamipid (C19H15CIN2O4; 2-[(4-klorobenzoil)amino]-3-(2-okso-1H-kinolin-4-il)propanoi¢na
kiselina) je aminokiselinski analog 2(1H)-kinolinona. Razvijen je od strane Otsuka
Pharmaceutical Co., Ltd. (Tokijo, Japan), a u klinicku uporabu uveden je 1980. godine za
lijeCenje peptickog ¢ira i lezija povezanih s gastritisom (Matsuda i sur.,2016). Mehanizam
djelovanja rebamipida ukljuuje indukciju sinteze ciklooksigenaze 2 (COX2) §to rezultira
povecanjem endogene sinteze prostaglandina u zelu¢anoj sluznici. Takoder, sudjeluje u
eradikaciji H. pylori proizvodnjom tumor nekrotirajuceg faktora a. (TNF-a) i potice ekspresiju
gena za receptore prostaglandina EP4 $to posljedi¢no uzrokuje sekreciju mucina i dodatnu

obranu zelucane sluznice. (Kashima i sur., 2014).

@)

HO.__0O

HN O

N
H
Cl

Slika 7.: Strukturna formula rebamipida.

Povec¢anje koli¢ine Zelucanih mucina djelovanjem rebamipida, rezultiralo je istrazivanjem
njegovog ucinka na mucine prisutne na povrsini oka. U neklini¢kim studijama potvrdeno je da
rebamipid povecava koli¢inu mucina sli¢nih glikoproteinima na roznici i spojnici oka (Takeji i
sur., 2013). U klini¢kim ispitivanjima pokazalo se da oftalmic¢ke suspenzije rebamipida mogu
ucinkovito djelovati na suho oko i oSte¢enja epitela roznice te mogu obnoviti mikrostrukturu
oka odgovornu za odrzavanje stabilnosti suznog filma (Kashima i sur., 2014). Na temelju tih
saznanja u Japanu je 2012. godine uvedena 2% oftalmicka suspenzija rebamipida za lijecenje

problema suhog oka.

Navedena 2% suspenzija rebamipida formulirana je pri pH 5,5-6,5 kao bijela mlije¢na vodena

suspenzija koja sadrzi Cestice rebamipida srednje veli¢ine priblizno 1 pm (Otsuka Pharm. Co.,
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2015). S obzirom da rebamipid u svojoj strukturi sadrzi karboksilne i amidne skupine, njegova
topljivost ovisi o pH vrijednosti medija. lako je 2% suspenzija rebamipida pokazala pozitivni
terapijski ucinak, prisutni su i odredeni nedostatci vezani uz primjenu i proizvodnju takve
suspenzije. Zbog veliine Cestica rebamipida od priblizno 1 pum, suspenziju nije moguce
sterilizirati koriStenjem filtra s porama 0,2 um S$to uzrokuje probleme s proizvodnog stajalista
(Matsuda i sur., 2016). Nakon primjene mlije¢no-bijele suspenzije u oko, prisutno je zamucenje
vida sto bolesnika kratkotrajno sprjecava u obavljanju odredenih aktivnosti. Takvi su nedostaci
postojeceg farmaceutskog oblika rebamipida rezultirali razvojem novih suspanzijskih oblika

rebamipida kojima bi se uklonili ili sveli na najmanju mogu¢u mjeru navedeni nedostatci.

Cilj ovog rada je dobiti stabilnu nanosuspenziju rebamipida uz dodatak povrSinski aktivnih
tvari. Metodom vlaznog mljevenja i mijenjanjem vrste i udjela povrsinski aktivne tvari cilj je
izraditi Cestice rebamipida najmanje moguce dimenzije u nanometarskom podruéju uz
zadovoljavaju¢i indeks polidisperznosti. Stoga je ispitana veli¢ina Cestica prije 1 nakon
mljevenja te utjecaj koliine i udjela povrsinski aktivne tvari na veli¢inu Cestica. Ispitana je
najmanja veli¢ina koja se moze izraditi te su izmjereni indeksi polidisperznosti. Takoder,
provedena je termalna analiza nanocestica rebamipida u Cvrstom stanju diferencijalnom

pretraznom kalorimetrijom.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. MATERIJALI
Prilikom izrade eksperimentalnog dijela ovog rada upotrjebljene su sljedece tvari:

- rebamipid, mikronizirani (Carbosynth Ltd., Ujedinjeno Kraljevstvo)
- Polisorbat 80 (polioksietilen sorbitan monooleat) (Kemig, Zagreb, Hrvatska)
- Pluronic F-68 (poloksamer 188) (Kemig, Zagreb, Hrvatska)

- prociS¢ena voda

3.2. METODE
3.2.1. IZRADA SUSPENZIJA REBAMIPIDA

Kao povrsinski aktivne tvari (PAT) koristene su Pluronic F-68 i Polisorbat 80 koje su krutine,
a s obzirom da ih je bilo potrebno dodati u izrazito malim koli¢inama, pripravljene su 5%
otopine navedenih PAT. Po 2,5 g Pluronic F-68 i Polisorbat 80 izvagano je na analitickoj vagi
(Mettler-Toledo, Spanjolska) i kvantitativno preneseno u odmjerne tikvice od 50 mL koje su
napunjene proc¢isS¢enom vodom do oznake. Potom je mikronizirani rebamipid odvagan u
koli¢ini od 0,1 g te rastrljavan s odredenom koli¢inom 5% otopine Pluronic F-68, odnosno
Polisorbat 80. Nakon rastrljavanja, uzorci su nadopunjeni proc¢is¢enom vodom (koja je filtrirana
preko filtera Chromafil® Xtra PET-45/25) kako bi se postigle Zeljene koncentracije rebamipida
(2%) 1 povrsinski aktivnih tvari (od 0,125% do 1%) kako je prikazano u Tablici 4. Uzorci su
pripravljeni u duplikatu te je jedan uzorak koriSten kao kontrolni uzorak (nije mljeven), a drugi

je bio podvrgnut postupku mljevenja.
3.2.2. PRIPREMA ZA MLJEVENJE | MLJEVENJE UZORAKA

KoriStene su ampule visine 35 mm i promjera 12 mm u koje su prvo dodane kuglice itrij
stabiliziranog cirkonijevog oksida razli¢itih veli¢ina. Ukupno je u svaku ampulu dodano 1,5 g
kuglica kako slijedi: 0,5 g kuglica promjera 0,1 mm, 0,5 g kuglica promjera 0,2 mmte 0,5 g
kuglica promjera 0,4-0,6 mm. Ranije pripremljena suspenzija rebamipida resuspendira se i
kapaljkom prenese 2,5 g suspenzije u ampulu s kuglicama. Potom se u svaku ampulu dodaje 5
cilindri¢énih magnetskih mjeSaca duljine 10 mm i promjera 6 mm te se ampule zatvore
parafilmom. Pripremljene ampule stave se na magnetni viSekanalni mjeSac¢ (Magnetic stirrer

MIX 15eco, Berlin, Njemacka) i suspenzija mijeSaja pri sobnoj temperaturi 24 sata pri 350
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okretaja po minuti. Nakon isteka 24 sata uzorci su skinuti s mjesaca i podvrgnuti daljnjim

ispitivanjima

Tablica 4: Prikaz uzoraka koristenih u eksperimentalnom dijelu diplomskog rada s navedenom

vrstom i koli¢inom PAT te udjelima rebamipida i PAT u uzorku.

Sifra | Mrepamipid reb:r(ilii?:)ida naziv do dane doléglrigillg;T Plf'li'ou Mprogiséena
uzorka (9) u uzorku aE?i:],rns:ﬁ/l;ri (5% ot. uzorku voda (0)
(%) PAT) (9) (%)
1.A (K) 0,1 2,0 Polisorbat 80 0,125 0,125 4,775
1A 0,1 2,0 Polisorbat 80 0,125 0,125 4,775
1.B (K) 0,1 2,0 Pluronic F-68 0,125 0,125 4,775
1B 0,1 2,0 Pluronic F-68 0,125 0,125 4,775
2.A (K) 0,1 2,0 Polisorbat 80 0,25 0,25 4,65
2.A 0,1 2,0 Polisorbat 80 0,25 0,25 4,65
2.B (K) 0,1 2,0 Pluronic F-68 0,25 0,25 4,65
2.B 0,1 2,0 Pluronic F-68 0,25 0,25 4,65
3.A (K) 0,1 2,0 Polisorbat 80 0,5 0,5 4.4
3.A 0,1 2,0 Polisorbat 80 0,5 0,5 4.4
3.B (K) 0,1 2,0 Pluronic F-68 0,5 0,5 4.4
3.B 0,1 2,0 Pluronic F-68 0,5 0,5 4.4
4.A (K) 0,1 2,0 Polisorbat 80 1,0 1,0 3,9
4.A 0,1 2,0 Polisorbat 80 1,0 1,0 3,9
4.B (K) 0,1 2,0 Pluronic F-68 1,0 1,0 3,9
4.B 0,1 2,0 Pluronic F-68 1,0 1,0 3,9
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3.2.3. ODREPIVANJE SREDNJEG PROMJERA CESTICA REBAMIPIDA

Srednji promjer odredivan je uzorcima rebamipida koji nisu bili mljeveni (kontrolni uzorci) i
uzorcima koji su mljeveni 24 sata. Suspenzije su resuspendirane kapaljkom te je automatskom
pipetom 400 pL suspenzije prenijeto u ampulu i razrijedeno proc¢is¢enom vodom (filtrirana kroz
Chromafil® Xtra PET-45/25) do ukupnog volumena od 2,0 mL kako bi se dobilo razrjedenje
od 50 puta. Tako pripremljenim uzorcima mjeren je srednji promjer Cesticama na uredaju
Litesizer 500 (Anton Paar, Austrija). Litesizer 500 odreduje svojstva nano i mikro Cestica u
disperzijama 1 otopinama mjerenjem dinamickog rasprSenja svjetlosti, elektroforetskog
rasprSenja svjetlosti 1 statickog rasprSenja svjetlosti. Oko 1 mL uzorka stavljeno je u kivetu
izradenu od polistirena Sirine 1 duZine 10 mm te visine 45 mm. Sva su mjerenja provedena pri
temperaturi od 25°C. Iz funkcije inteziteta rasprSene svjetlosti ovisno o vremenu dobiva se

podatak o veli¢ini 1 stupnju disperznosti ¢estica.

3.2.4. TERMALNA ANALIZA NANOCESTICA REBAMIPIDA U CVRSTOM STANJU
DIFERENCIJALNOM PRETRAZNOM KALORIMETRIJOM

Nakon §to su uzorci bili podvrgnuti vlaznom mljevenju, dio suspenzija rebamipida i Polisorbat
80, odnosno Pluronic F-68, pomocu liofilizatora je liofiliziran (suSenje u smrznutom stanju)
kako bi se dobile nanocestice rebamipida u ¢vrstom stanju. Ispitivanje je provedeno koriStenjem
uredaja Perkin — EImer DSC 7 (Perkin — Elmer, SAD). Diferencijalno pretraznim kalorimetrom
(DSC) mjere se entalpije povezane s prijelazima 1 kemijskim reakcijama i odreduje se
temperatura na kojoj se ti procesi odvijaju. Mjerenja su provedena u atmosferi duSika nakon
kalibracije uredaja indijem (Cisto¢a 99,98%, taliste 156,61°C i AHws= 28,71 J/g). Uzorci (2-5
mg) su izvagani na analitickoj vagi (Mettler — Toledo, Spanjolska) u aluminijske posudice koje
su zatvorene probusenim poklopcem kako bi otapalo moglo slobodno isparavati. Brzina

zagrijavanja iznosila je 10°C/min u temperaturnom rasponu od 30 do 350 °C.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. VELICINA CESTICA REBAMIPIDA I INDEKS POLIDISPERZNOSTI

Pripravljene suspenzije rebamipida koje nisu bile podvrgnute mljevenju i sluzile su kao

kontrolni uzorci pripremljene su za mjerenje postupkom fotonske korelacijske spektroskopije.

Izmjerene su veliCine Cestica djelatne tvari prije mljevenja kako bi se mogao procijeniti stupanj

usitnjenja nakon mljevenja. Takoder, izmjeren je i1 indeks polidisperznosti kako bi se utvrdio

rasap (disperzija) veli¢ina Cestica rebamipida.

Tablica 5.: Veli¢ina i indeks polidisperznosti ¢estica rebamipida prije mljevenja.

Prosje¢na Srednia Indeks Srednja
Sifra uzorka | veli¢ina Cestica vriie dnostj (nm) polidisperznosti vrijednost
(nm) J (PDI) PDI
3000 0,4404
1.A (K) 2720 0,4177
2439 0,3949
3196 0,8899
1.B (K) 2724 0,6245
2253 0,3590
1431 0,6590
2.A (K) 1295 0,5750
1158 0,4909
1513 0,5049
2.B (K) 1598 0,4606
1683 0,4163
1381 0,6512
3.A (K) 1272 0,5295
1162 0,4077
1017 0,6081
3.B (K) 1225 0,6423
1432 0,6765
876,6 0,5103
4.A (K) 819,4 0,4811
762,2 0,4519
1451 0,4656
4.B (K) 1604 0,5352
1756 0,6047

Iz dobivenih se rezultata uocava da su sve Cestice rebamipida prije mljevenja bile u

mikorometarskom rasponu veli¢ina, dok je jedino u uzorku 4.A (K) (1% Pluronic F-68)

izmjerena veliCina Cestica rebamipida manja od jednog mikometra (819,4 nm). Najveca srednja
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vrijednost Cestica zabiljezena je u uzorcima koji su imali najmanji postotak povrSinski aktivnih
tvari (0,25% Polisorbat 80; 0,25% Pluronic F-68). Indeks polidisperznosti ¢estica rebamipida
prije mljevenja bio je u rasponu izmedu 0,4177 1 0,6423.

Potom je postupkom vlaznog mljevenja provedeno usitnjavanje Cestica rebamipida. U tom su
postupku koristene kuglice za mljevenje mase 0,5 g u svim veli¢inama (0,1 mm, 0,2 mm, 0,4-
0,6 mm), ukupno 1,5 g kuglica za mljevenje. Veli¢ina Cestica nakon mljevenja povezana je s
veli¢inom kuglica za mljevenje, tj. $to su kuglice manje bit ¢e manja i dobivena veli¢ina Cestica.
Manje kuglice se brze pokrecu i posljedi¢no je njihova sposobnost erozije povrsine i razbijanja
kristalnih struktura jaca. Postoji pravilo da je konacna veli¢ina Cestica nakon mljevenja tisu¢u
puta manja od kuglica koje su koriStene u procesu mljevenja, npr. kuglice za mljevenje veli¢ine

0,2 mm mogu samljeti ¢estice na veli¢inu od oko 200 nm (Romero 1 sur., 2016).

Ipak, ne mogu se odabrati samo kuglice najmanje veli¢ine iz dva razloga. Prvi je vezan uz
opremu za vlazno mljevenje jer povecavaju rizik od oSte¢enja mehanickih dijelova. Drugo,
zbog vrlo brzog smanjenja veli¢ine Cestica dolazi do nakupljanja viska energije koja se pretvara
u kinetiCku energiju te se Cestice brze krecu 1 jace sudaraju Sto povecava rizik od agregacije

(nakupljanja) Cestica (Romero i sur., 2016).

Proces vlaznog mljevenja trajao je 24 sata kako bi se vecina Cestica uspjesSno usitnila, odnosno
raspodjela njihovih veli¢ina bila §to manja. Trajanje procesa od 24 sata je zadovoljavajuce jer
povecanjem vremena mljevenja Cestice rebamipida se smanjuju, medutim kada vrijeme
mljevenja premasi 30 min, prosjecna veliCina Cestica se neznatno promijeni (Guo i sur., 2015).
U istrazivanju koje je proveo Guo sa suradnicima Cestice rebamipida su se nakon 5 minuta
vlaznog mljevenja smanjile s mikometarskih veli¢ina na 600 nm te nastavile smanjivati velicinu

sve do 30. minute mljevenja kada su zadrzale kona¢nu veli¢inu od oko 300 nm.

Nakon usitnjavanja provedeno je mjerenje veli¢ine Cestica i indeksa polidisperznosti fotonskom
korelacijskom spektroskopijom. Dobiveni rezultati prikazani su za svaki pojedini uzorak u
Tablici 6.
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Tablica 6.: Veli¢ina i indeks polidisperznosti ¢estica rebamipida nakon vlaznog mljevenja.

5 Prosjec¢na Srednia Indeks Srednja
Sifra uzorka | velicina Cestica vriie dnostj (nm) polidisperznosti vrijednost
(nm) ) (PDI) PDI
236,4 0,0611
1.A 241,2 0,1093
245,9 0,1575
379,9 0,2566
1.B 374,1 0,2583
368,2 0,2600
242,0 0,0739
2.A 2427 0,1014
243,3 0,1288
297,0 0,1238
2.B 295,6 0,1441
294,2 0,1644
232,6 0,1327
3.A 232,6 0,1346
232,6 0,1365
283,4 0,1461
3.B 282,8 0,1366
282,2 0,1270
346,1 0,2301
4.A 348,4 0,2394
350,7 0,2486
376,3 0,2190
4.B 378,2 0,2277
380,1 0,2363

Nakon postupka vlaznog mljevenja sve Cestice rebamipida bile su nanometarskog reda veli¢ine.
Najbolji rezultat, odnosno najmanja veliCina Cestica postignuta je u uzorku 3.A (0,5%
Polisorbat 80) i iznosila je 232,6 nm uz pripadajuci indeks polidisperznosti od 0,1346. Najmanje
smanjenje Cestica opazeno je u uzorcima koji su sadrzavali najvecu koncentraciju povrsinski
aktivnih tvari (1% Polisorbat 80; 1% Pluronic F-68). Najmanje veli¢ine Cestica rebamipida i
zadovoljavajuéi indeksi polidisperznosti izmjereni su u uzorcima koji su sadrzavali 0,25%,
odnosno 0,5% povrSinski aktivnih tvari (2.A, 2.B, 3.A, 3.B). Takoder, uocava se da je kod svih
koncentracija povrSinski aktivnih tvari manja veli¢ina ¢estica u onim uzorcima gdje je koristen
Polisorbat 80. Usporedba veli¢ina Cestica rebamipida prije i nakon mljevenja ovisno o udjelu
povrsinski aktivne tvari u uzorku, kao i1 usporedba indeksa polidisperznosti nakon mljevenja

dana je Slikom 8.
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Slika 8.: Prikaz veli¢ina Cestica rebamipida prije i nakon mljevenja te indeksa polidisperznosti

veliCine Cestice rebamipida nakon postupka vlaznog mljevenja.

Kao §to je 1ranije navedeno, najbolji rezultati postignuti su pri udjelima povrsinski aktivne tvar
od 0,25, odnosno 0,5%. Indeksi polidisperznosti u tom podruéju imaju zadovoljavajuce
vrijednosti. Postupkom vlaznog mljevenja veli¢ina Cestica rebamipida smanjila se u prosijeku
za 5,5 puta. U uzorcima gdje su postignuti najbolji rezultati (2.A, 2.B, 3.A, 3.B) smanjenje

veliCine Cestica rebamipida iznosilo je izmedu 4,3 15,5 puta.

Iz predocenih se rezultata moZze vidjeti da su na prosjecne veli¢ine Cestica rebamipida i indeks
polidisperznosti utjecali ne samo razliciti stabilizatori, ve¢ i razli¢iti udjeli stabilizatora u
suspenzijama. Najbolji rezultat postignut je u uzorku s 0,5% Polisorbata 80 (prosjecna veli¢ina
Cestica 232,6 nm 1 indeks polidisperznosti 0,1346). U radu Matsude i suradnika, Pluronic F-68
i Polisorbat 80 koristeni su u udjelu od 1 % u suspenziji koja je sadrzavala 2% rebamipida.
Primjena obje povrSinski aktivne tvari rezultirala je ¢esticama rebamipida manjim od 400 nm

(170 nm/ Pluronic F-68, odnosno 340 nm/ Polisorbat 80).

Iako su Cestice bile smanjene na nanometarske veliCine, suspenzija je jos uvijek imala mlije¢no-
bijeli izgled Sto je bio slucaj i u ovom istrazivanju. Utvrdeno je da na prozirnost suspenzije

takoder utjece vrsta i molekularna masa koriStene povrSinski aktivne tvari te je HPMC (TC-5)

24



u konacnici odabran kao dodatak formulaciji kapi za oko zbog poboljSane transprarentnosti

suspenzije (Matsuda i sur., 2017).

U jednom drugom istrazivanju, uz ostale stabilizatore koriSten je Pluronic F-68 koji je srednju
veli¢inu Cestica rebamipida smanjio na 326 nm s indeksom polidisperznosti od 0,25 (Guo i sur.,
2015). Od svih koristenih stabilizatora (Pluronic F-68, HPMC K4M, HPMC E5 i PVP K30)
najucinkovitiji je bio HPMC ES5 uz kojeg je prosjecna veli¢ina Cestica rebamipida iznosila 284
nm, a indeks polidisperznosti 0,178. Nanosuspenzije koje su sadrzavale 2% 1 5% HPMC E5
pridonijele su prosjenom promjeru Cestica od 363 nm, odnosno 284 nm, a daljnje povecavanje
udjela HPMC ES5 u suspenzijama na 8% 1 10% nije rezultiralo dodatnim smanjenjem veliCine

Cestica (Guo i sur., 2015).

Odredene studije sugeriraju da kombinacija celuloznih polimera i anionske povrSinski aktivne
tvari moze imati potencijalni sinergijski stabilizacijski u¢inak (Kawano 1 sur., 2017). Istrazeno
je da se Cestice lijeka slabo topljivog u vodi u¢inkovito usitnjavaju metodom vlaznog mljevenja
uz kombinaciju hidroksipropilceluloze (HPC) i natrijlaurilsulfata (SLS). Kawano i suradnici
dokazali su da se rebamipid moZe usitniti na nanometarske dimenzije koriStenjem HPC 1 niske
koncentracije SLS-a (niza od kritiéne micelarne koncentracije natrijlaurilsulfata koja iznosi
0,25%). Dobivene veli€ine Cestica rebamipida iznosile su izmedu 126,6 1 286,8 nm (Kawano 1

sur. 2017).

Pocetni problem, kratkotrajno zamucenje vida kod pacijenata nakon oftalmicke primjene 2%
suspenzije rebamipida, nije rijeSen uporabom Polisorbata 80 i Pluronic F-68 iako su se
postupkom vlaznog mljevenja dobile Cestice rebamipida manje od 400 nm. Takoder, u
pripravljenim suspenzijama uoceno je talozenje Cestica tijekom stajanja te ih je bilo potrebno
redispergirati. Matsuda i suradnici pripremili su 2% nanosuspenziju rebamipida s visokom
prozirno$¢u uz koristenje povrSinski aktivne tvari. Pri tome su prepoznali Cetiri kljuéne tocke o
kojima ovisi kona¢ni ishod: odabir povrSinski aktivne tvari tijekom neutralizacijske
kristalizacije (1), utvrdivanje procesnih parametara neutralizacijske kristalizacije (2), upotreba
disperzijske metode (disperzija postignuta brzim smicanjem tekucina-tekucina) (3) te dijaliza
dispergirane suspenzije rebamipida kako bi se dobila ultra-fina suspenzija (4) (Matsuda i sur.,
2017).
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4.2. DIFERENCIJALNA PRETRAZNA KALORIMETRIJA

Uzorci liofiliziranog rebamipida (2-5 mg) odvagnuti su u aluminijske posudice, a termogram je
snimljen pri brzini zagrijavanja od 10 °C min' u temperaturnom rasponu od 30 do 350 °C.
Udio kristalini¢ne frakcije lijeka u uzorcima (engl. relative drug cristallinity, RDC) izracunat
je prema jednadzbi:

RDC = AAHu—"x 100%

lijek

gdje su AHuyzorak 1 AHiijek 1zmjerene vrijednosti entalpije taljenja lijeka za uzorak 1 kristalini¢ni

lijek, normirane s obzirom na sadrZaj lijeka u uzorku. Sva mjerenja su radena u duplikatu.
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Slika 9. DSC termogrami ¢istih komponenata- lijek (REB), polisorbat 80 (P-80) i poloksamer
(F-68).

Na Slici 9 prikazani su termogrami rebamipida 1 ispitivanih povrSinski aktivnih tvari.
Termogram rebamipida pokazuje oStar pik taljenja lijeka pri 311,35°C S$to je u skladu s
literaturnim podacima. Razli¢iti izvori navode da je taliste ovog lijeka u rasponu temperatura
od 296 do 306°C te varira zavisno o karakteristikama ispitivanog uzorka (raspodjela veli¢ina

Cestica) te koriStenoj aparaturi kod mjerenja (Tung i sur., 2011; Park i sur. 2013; Guo i sur.,
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2015). U termogramu polisorbata 80 se u ispitivanom podrucju temperatura ne opazaju
znacajniji termicki dogadaji, dok se u termogramu poloksamera 68 opaza ostar pik pri 53,22 °C

koji odgovara taljenju tvari, $to je u skladu s deklaracijom proizvodaca.

Na Slici 10 prikazani su termogrami odabranih uzoraka nanocCestica koje su pripremljene
koriStenjem polisorbata 80 i poloksamera 68. Rije¢ je o uzorku rebamipida koji su pripremljeni
mljevenjem pri masenom omjeru lijeka i povrSinski aktivne tvari 4:1. U termogramima
navedenih uzoraka, pik taljenja lijeka se javlja pri nesto nizim temperaturama u odnosu na onaj
u uzorku Cistog lijeka, Sto se pripisuje prisustvu povrsinski aktivnih tvari te usitnjavanju kristala
lijeka na nanometarsku veli¢inu (Tomi¢ 1 sur., 2019). I za ostale uzorke nanokristala dobiveni
su sliéni termogrami (podaci nisu prikazani). Prisustvo pika taljenja u termogramima mljevenih
uzoraka potvrduje prisustvo kristalinicne faze u uzorku, tj nastajanje nanokristala. Pri tome,
povrsina ispod pika taljenja u termogramu proporcionalna je sadrzaju kristalinicne faze u
uzorku. Temeljem toga izraunat je sadrzaj kristalinicne faze u svakom od ispitivanih uzorka,

a rezultati su prikazani u Tablici 7.
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Slika 10. DSC termogrami lijeka i nanokristala lijeka pripremljenih mljevenjem pri masenom

omjeru lijeka i povrSinski aktivne tvari 4:1.
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Tablica 7. Pregled termickih karakteristika ispitivanih uzoraka (taliste, Tonset 1 €ntalpija taljenja

uzorka 4Hjxs) i relativna kristalini¢nost lijeka u uzorcima (RDC).

Uzorak | PAT Tonset (°C) | Tpeak (°C) AHius (J/9) RDC (%)
RBP - 311,4+0,3 | 313,0£0,6 132,2+10,1 100,0+7,7
F-68 - 5322404 | 55,42+0,7 132,9 -

P 80 - - - - -

4.A 1% P80 300,6£0,9 | 305,6%1,5 66,8+4,1 71,442,9
3.A 0,5% P80 | 299,7+2.2 | 304,7+1,8 73,742,9 75,8+4,7
2.A 0,25% P80 | 303,8+1,7 |307,3+0,9 98,3+6,3 83,7+45,4
4B 1% F-68 308,5+0,6 | 309,8+0,4 70,4+15,8 70,8+16,5
3B 0,5% F-68 | 306,8+0,7 |310,2+1,1 74,9£17,5 77,4432
2.B 0,25% F-68 | 306,9+1,2 | 310,2+0,5 107,0+7.,5 91,146,4

Na Slici 11 prikazana je relativna kristalinicnost lijeka u zavisnosti o masenom omjeru lijeka 1

povrsinski aktivne tvari u uzorcima tijekom mljevenja. Vidljivo je da smanjenje udjela

povrsinski aktivne tvari u tretiranim uzorcima rezultira porastom kristalini¢ne frakcije lijeka,

tj. dolazi do uspjesSnijeg prevodenog lijeka u nanokristale. OcCito je da se koncentracija

povrsinski aktivne tvari prilikom mljevenja mora pazljivo optimirati, kako bi bila dostatna da

interakcijom s povrSinom nanokristala sprije¢i njihovo agregaciju. Medutim, ukoliko je

koncentracija povrsinski aktivne tvari u sustavu previsoka, dolazi do micelarne solubilizacije

lijeka. Frakcija lijeka koja je uklopljena u micele nakon liofilizacije prelazi u amorfan oblik, te

je stoga uspjesnost konverzije polaznog materijala u nanokristale manje uspjesna.
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Slika 11. Ovisnost relativne kristalini¢nosti lijeka u ispitivanim uzorcima u ovisnosti o

masenom omjeru lijeka i povrSinski aktivne tvari koja je koristena prilikom mljevenja.
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5. ZAKLJUCAK

U eksperimentalnom dijelu ovog diplomskog rada pripremljene su 2% nanosuspenzije Cestica
rebamipida i povrSinski aktivnih tvari Polisorbat 80, odnosno Pluronic F-68. Usitnjavanje
Cestica do nanometarskih veli¢ina provedeno je metodom vlaznog mljevenja, a veli¢ina Cestica
kao i indeks polidisperznosti izmjereni su postupkom fotonske korelacijske spektroskopije. 1z
dobivenih je rezultata uo¢eno da su na veli€ine Cestica utjecali i vrsta i udio povrsinski aktivnih

tvari.

Tako su u nanosuspenzijama gdje je dodan Polisorbat 80 Cestice bile manje nego u uzorcima
gdje je dodan Pluronic F-68. U svim uzorcima ¢estice su bile manje od 400 nm pa se moze
zakljuciti da je postupak usitnjavanja Cestica rebamipida bio uspjesan. Smanjenje Cestica prije
i nakon mljevenja iznosilo je oko pet puta, a najbolji rezultat postignut je u uzorku koji je
sadrzavao 0,5% Polisorbata 80 (prosjecna veli¢ina Cestica 232,6 nm). Indeksi polidisperznosti
bili su najnizi u uzorcima koji su sadrzavali 0,25% (PDI 0,10) i 0,5% (0,14) povrsinski aktivnih

tvari.

Unato¢ takvim rezultatima izgled nanosuspenzije 1 dalje je ostao mlijecno-bijeli Sto je bio glavni
problem pri primjeni takvog gotovog lijeka u obliku suspenzijskih kapi za oko. Nadalje,
pohranom nanosuspenzije pri sobnoj temperaturi nastupa taloZenje Cestica rebamipida te je
nanosuspenzije bilo potrebno redispergirati. 1z dobivenih rezultata i istraZivanja koja su
objavljena u drugim radovima, zakljuc¢eno je da bi se formulacije visoke providnosti mogle
proizvesti uz druge povrsinski aktivne tvari i metode usitnjavanja. Metoda vlaznog mljevenja
te Polisorbat 80 i Pluronic F-68 mogu biti korisne u izradi nanosuspenzija kod kojih nije bitna

visoka providnosti.

Nadalje, provedena je diferencijalna pretrazna kalorimetrija liofiliziranih uzoraka rebamipida.
Snimljen je termogram i izracunat udio kristalinicne frakcije lijeka u uzorcima. TaliSte Cistog
rebamipida odgovaralo je podatcima iz literature, dok je u nanosuspenzijama pik taljenja bio
pri nizim temperaturama. Potvrdeno je prisustvo kristalini¢ne faze u uzorku, a za odredivanje
sadrzaja kristalini¢ne faze u uzroku koriStena je povrSina ispod pika taljenja u termogramu. 1z
takvih je rezultata zaklju¢eno da manji udio povrsinski aktivnih tvari u uzorku posljedi¢no
uzrokuje porast kristalinicne frakcije lijeka, tj. dolazi do uspjeSnijeg prevodenja Cestica

rebamipida u nanokristale.
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Iz svega navedenog zakljuCeno je da najbolje karakteristike (veli¢ina Cestica, indeks
polidisperznosti, udio kristalinicne faze) imaju uzorci u kojima je udio povrsinski aktivne tvari
0,25%, odnosno 0,5%. Ipak, izgled nanosuspenzije i taloZenje Cestica ostao je u ovom

eksperimentalnom dijelu neprevladani problem.
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7. SAZETAK

Tehnologija nanokristala intenzivno se razvija te se njezinom primjenom u farmaceutskoj
industriji nastoje poboljsati biofarmaceutska i farmaceutsko-tehnoloska svojstva djelatnih tvari.
Nanokristali su ¢estice velicine od 1 do 1000 nm te povecavaju brzinu otapanja poveéanjem
specifiéne povrSine tvari. Metoda proizvodnje nanokristala ovisi o fizikalno-kemijskoj prirodi
djelatne tvari, a dvije glavne skupine metoda izrade su metoda smanjenja veli¢ina Cestica (engl.
top-down methods) i metoda povecanja veliCine Cestica (engl. bottom-up methods). SloZenost
strukture oka predstavlja ograni¢enje za isporuku lijekova te su se formulacije temeljene na
nanokristalima pokazale uspjeSnima u postizanju povecanja vremena zadrzavanja,
bioraspolozivosti i propusnosti lijekova kroz o¢ne barijere. Za lijeCenje problema suhog oka na
trziStu je dostupna 2% suspenzija rebamipida koja nakon primjene uzrokuje kratkotrajno

zamuéenje vida zbog mlijecno-bijelog izgleda.

U ovom radu pripravljene su nanosuspenzije rebamipida uz dodatak povrSinski aktivnih tvari
Polisorbat 80 i Pluronic F-68 u razli¢itim udjelima. Nanosuspenzije su izradene metodom
vlaznog mljevenja te je postupkom fotonske korelacijske spektroskopije 1 pretrazne
diferencijalne kalorimetrije izmjerena veli¢ina Cestica, indeks polidisperznosti i udio
kristalini¢ne frakcije lijeka. Iz dobivenih je rezultata zaklju¢eno da su najbolji rezultati
postignuti u nanosuspenzijama koje su sadrzavale 0,25%, odnosno 0,5% povrSinski aktivne
tvari. 1zgled nanosuspenzije ostao je i dalje mlije¢no-bijeli unato¢ tome §to je u svim uzorcima
veliCina Cestica bila manja od 400 nm. Stoga za postizanje vece providnosti treba upotrijebiti

druge metode izrade 1/ili povrSinski aktivne tvari.
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SUMMARY

Nanocrystal technology is intensely being developed and with its application in the
pharmaceutical industry, the biopharmaceutical and pharmaceutical-technological properties of
active ingredients are trying to be improved. Nanocrystals are particles with size from 1 to 1000
nm and they increase the dissolution rate by increasing the specific surface area. The method
of nanocrystal production depends on the physicochemical nature of the active ingredient, but
the two main groups of methods are methods that decrease the particle size (top-down methods)
and methods that increase the particle size (bottom-up methods). The complexity of the eye
structure presents as the limit for the drug delivery and formulations based on nanocrystals have
shown themselves successful in achieving increased retention time, bioavailability and drug
permeability through barriers of the eye. For the dry eye treatment a 2% rebamipide suspension
is available on the market which after its application causes short-term blurred vision because

of its milky-white appearance.

In this study rebamipide nanosuspensions have been made with the addition of surfactants
Polisorbate 80 and Pluronic F-68 in different ratios. The nanosuspensions were made using the
wet grinding method and using the photon correlation spectroscopy procedure, as well as
differential scanning calorimetry, the particle size, polydispersity index and proportion of the
crystalline fraction of the drug were measured. From the collected results it was concluded that
the best results were accomplished in nanosuspensions that contained 0.25% and 0.5% of
surfactants. The appearance of the nanosuspension remained milky-white despite the fact that
in all samples the particle size was smaller than 400 nm. Therefore, to accomplish better

transparency other methods and/or surfactants should be used.
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PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF REBAMIPIDE NANOCRYSTALS

Filip Franjkovi¢
SUMMARY

Nanocrystal technology is intensely being developed and with its application in the pharmaceutical
industry, the biopharmaceutical and pharmaceutical-technological properties of active ingredients
are trying to be improved. Nanocrystals are particles with size from 1 to 1000 nm and they increase
the dissolution rate by increasing the specific surface area. The method of nanocrystal production
depends on the physicochemical nature of the active ingredient, but the two main groups of methods
are methods that decrease the particle size (top-down methods) and methods that increase the particle
size (bottom-up methods). The complexity of the eye structure presents as the limit for the drug
delivery and formulations based on nanocrystals have shown themselves successful in achieving
increased retention time, bioavailability and drug permeability through barriers of the eye. For the
dry eye treatment a 2% rebamipide suspension is available on the market which after its application
causes short-term blurred vision because of its milky-white appearance. In this study rebamipide
nanosuspensions have been made with the addition of surfactants Polisorbate 80 and Pluronic F-68
in different ratios. The nanosuspensions were made using the wet grinding method and the particle
size, polydispersity index and proportion of the crystalline fraction of the drug were measured. From
the collected results it was concluded that the best results were accomplished in nanosuspensions
that contained 0.25% and 0.5% of surfactants. The appearance of the nanosuspension remained
milky-white despite the fact that in all samples the particle size was lesser than 400 nm.
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