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HED PREGLEDNI RADOVI

Primjena ciklodekstrina
u razvoju farmaceutskih
oblika za primjenu
antitumorskih lijekova

MARTINA NIKOLIN, MARIO jJUG
SveuciliSte u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijski fakultet,

Zavod za farmaceutsku tehnologiju, Ante Kovacica 1,10 ooo Zagreb

O nkoloske su bolesti drugi uzrok smrti u svijetu, odmah iza kardiovaskular-
nih, te predstavljaju velik javnozdravstveni problem. Broj novooboljelih
od tumora u svijetu 2020. godine procjenjuje se na 19.3 milijuna, a umrlih je oko
10 milijuna (1). Dostupni podaci za Republiku Hrvatsku prikazani su u tablici 1.

Tablica 1. » Incidencija raka u Hrvatskoj 2@19. godine (2).

Ukupno Zena Muskaraca
Broj novodijagnosticiranih zlo¢udnih bolesti 3547
u Republici Hrvatskoj 2019. godine 23 o5a 11805 el
Brojumriih od zlo¢udnih bolesti u Republici 13344 5616 7728

Hrvatskoj 2019. godine

Antitumorski lijekovi ili citostatici su skupina lijekova koji se uz kirurske
metode i radioterapiju primjenjuju u lije¢enju tumora. Djeluju razli¢itim meha-
nizmima na tumorske stanice, ali i na zdrave stanice organizma, uzrokujudi
brojne nuspojave. Danas se oko jedne trec¢ine bolesnika lije¢i metodama tzv.
lokalnog lijecenja, u slucaju da je u vrijeme postavljanja dijagnoze tumor ostao
lokaliziran, §to omogucuje njegovo kirur§ko uklanjanje. Rana dijagnoza tumora
i metode lokalnog lije¢enja povecavaju $anse za izljecenje. No, Cesto je potrebna
sustavna kemoterapija zbog nastanka metastaza (3).
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Dostupni su razli¢iti farmaceutski oblici citostatika (slika 1.). Dok se starije
skupine citostatika uglavnom primjenjuju parenteralnim putem, noviji citosta-
tici prikladni su za oralnu primjenu (4).

Vecina je antitumorskih lijekova slabo topljiva u vodi to ogranicava nji-
hovu klini¢ku upotrebu. To rezultira ograni¢enom bioraspolozivosti lijeka oral-
nom primjenom te znacajnim problemima prilikom razvoja oblika za parente-
ralnu primjenu. Netopljivost u vodi nije problem samo postojecih lijekova, ve¢ i
novih citostatika koji su u razli¢itim fazama razvoja. Procjenjuje se da je viSe od
75 % lijekova u fazi razvoja slabo topljivo u vodi (5). Metode kojima se postize
veca topljivost u vodi su priprava prolijekova, koristenje surfaktanata i suota-
pala, uklapanje u nanosustave za dostavu lijekova ili primjena u obliku inkluzij-
skih kompleksa s ciklodekstrinima. Farmaceutski oblici citostatika za parente-
ralnu primjenu najc¢es¢e su oblikovani primjenom visokih koncentracija
surfaktanata i/ili suotapala. Upravo te pomocne tvari, kao $to su Cremophor®
EL, etanol i Tween® 80 mogu dovesti do klinicki znacajnih nuspojava. Cremo-
phor® EL je surfaktant odgovoran za hipersenzitivnost kod 30-40 % pacijenata

Oralni oblici
(55,29%)

Parenteralni oblici
(44,12%)

Topikalni
oblici (0,59%)

Slika 1. » Farmaceutski oblici citostatika registrirani u Republici Hrvatskoj (8). Od parenterainih
oblika zastupljene su otopina za infuziju (A), otopina za injekciju (B), otopina za injekciju u napunjenoj
brizgaljki (C), koncentrat za otopinu za infuziju (®), prasak za otopinu za infuziju (E), prasak za otopinu
zainjekciju (F), prasak za otopinu zainjekciju/infuziju (G), prasak za disperziju za infuziju (H), prasak za
koncentrat za otopinu za infuziju (1), prasakiotapalo za koncentrat zaotopinu zainfuziju (J),
disperzija zainfuziju (K) i prasak za suspenziju za injekciju. Od oblika za topikalnu primjenu na kozu
zastupljen jegel, a od oralnih oblika zatupljene su oralna otopina (M), oratna suspenzija (N), prasak za
oralnu otopinu (O), tablete (P), tablete oblozene filmom (R), tvrde kapsule (S) i meke kapsule (T).
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koji intravenski primaju Taxol® (paklitaksel) te zahtijeva odgovaraju¢u premedi-
kaciju. Osim toga, Cremophor” EL reagira s ambalazom stvarajuci toksi¢ne spo-
jeve (6). Takoder, citostatici cesto pokazuju ograni¢enu kemijsku stabilnost zbog
¢ega se moraju cuvati u ¢vrstom stanju te rekonstituirati neposredno prije pri-
mjene, a rekonstituirani se oblik mora ¢uvati pri specificnim uvjetima i primije-
niti u kratkom vremenskom roku (7).

Zbog toga se danas intenzivno razmatraju alternativne tehnologije i
pomocne tvari koje bi omogucile oblikovanje farmaceutskih oblika antitumor-
skih lijekova s unaprijedenom ucinkovitosti i sigurnosti primjene. Jedan od
principa ukljucuje primjenu ciklodekstrina, ciklickih oligosaharida gradenih od
6, 7ili 8 a-1,4-D-glukopiranoznih jedinica (a«CD, PCD i yCD). Osim prirodnih
CD, dostupan je niz kemijski modificiranih derivata s unaprijedenom funkcio-
nalnosti i sigurnosti primjene, od kojih su najznacajniji hidroksipropilirani
(HPBCD i HPyCD) i sulfobutilirani (SBEBCD) derivati. Zahvaljujuéi specifi¢noj
strukturi, CD stvaraju inkluzijske komplekse sa stericki kompatibilnim, lipofil-
nim molekulama mijenjajuci njihova fizikalno-kemijska svojstva, u prvom redu
povecavajuci topljivost. Osim toga, primjenom CD moguce je kemijski stabilizi-
rati lijekove u otopini te u ¢vrstom stanju, smanjiti ili sprijeciti iritaciju tkiva na
mjestu primjene, sprijeciti interakcije lijeka s drugim pomo¢nim tvarima u istoj
formulaciji ili pretvoriti ulja i tekuc¢ine u mikrokristalicne i/ili amorfne praske
(9). Biotehnoloski napreci tijekom posljednja tri desetlje¢a doveli su do znacaj-
nog smanjenja troskova proizvodnje i vece dostupnosti CD visokog stupnja
¢istoce s prihvatljivom cijenom kostanja (10).

Funkcionalnost i sigurnost primjene CD u farmaceutskim oblicima
citostatika

Kao $to je ve¢ ranije istaknuto, oralni i parenteralni put su dominantni nacin
primjene citostatika (slika 1.). CD su u potpunosti sigurni za oralnu primjenu jer
se zbog svoje velic¢ine i hidrofilnosti iz probavnog trakta apsorbiraju u zanema-
rivo niskom opsegu, a u potpunosti se razgraduju djelovanjem crijevne mikro-
flore do CO, i vode. U odraslih ljudi oralna bioraspolozivost prirodnih CD je
izmedu 0,1 % i 3 % primijenjene doze. Primjena velikih koli¢ina CD (vise od 1
g/kg/dan) u oralnim pripravcima mogu uzrokovati reverzibilni proljev i poveca-
nje slijepog crijeva u zZivotinja, no taj je u¢inak u ljudi slabije izrazen. Istrazivanja
na mladim $takorima pokazuju da HPBCD ima znatno vec¢u oralnu bioraspolo-
zivost kod tek rodenih $takora. Povecana apsorpcija smatra se posljedicom nera-
zvijenog gastrointestinalnog trakta, nerazvijenih bubrega, razlike u prehrani i
razlike u crijevnoj mikroflori. No, malobrojni podaci o primjeni itrakonazola s
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200 mg HPBCD/kg/dan u djece mlade od dvije godine tijekom dva tjedna poka-
zuju oralnu bioraspolozivost manju od 1 % (9).

Nakon parenteralne primjene CD se brzo eliminiraju bubrezima, pri ¢emu
je ukupan klirens priblizno jednak brzini glomerularne filtracije. Poluvrijeme
eliminacije je izmedu 20 i 100 minuta za vec¢inu derivata, osim za nasumi¢no
metilirani BCD (RMBCD) koji ima dulje poluvrijeme eliminacije. a-CD, B-CD i
RMPBCD su nefrotoksi¢ni nakon intravenske primjene te stoga nisu primjereni
za parenteralne pripravke. yCD uzrokuje reverzibilne promjene na bubrezima i
na europskom trzistu nema parenteralnih pripravka s yCD. HPBCD i SBEBCD
imaju dobru podnosljivost i $iroko se koriste u parenteralnim pripravcima za
odrasle i djecu stariju od 2 godine. Istrazivanja na $takorima pokazuju vakuola-
ciju tubularnih stanica bubrega nakon primjene visokih doza HPBCD i SPEBCD,
ali bez gubitka renalne funkcije. Takoder, dugotrajna primjena nizih doza ima
isti u¢inak $to ukazuje na vaznost duljine izlozenosti. Iz tog se razloga CD ne
primjenjuju kod osoba sa smanjenom bubreznom funkcijom (klirens kreatinina
<10 mL/min), zbog opasnosti od akumulacije, ¢iji klinicki znacaj tek treba ispi-
tati. Djeca mlada od 2 godine su, u teoriji, manje izlozena nefrotoksi¢nosti CD,
ali zbog premalo dostupnih podataka upotreba CD kod njih nije indicirana.
Malobrojni podaci o koristenju HPBCD i SPEBCD u novorodencadi upucuju na
dobru podnosljivost (11)

Prilikom nastajanja inkluzijskog kompleksa ne dolazi do stvaranja i/ili
pucanja kovalentnih veza ve¢ CD djeluju kao nosaci uklopljenog lijeka u vode-
nom mediju organizma. Oralnom primjenom inkluzijskog kompleksa najprije
dolazi do njegovog otapanja u tekucini prisutnoj u probavnom sustavu, nakon
Cega se uspostavlja dinami¢na ravnoteza izmedu slobodnog i vezanog oblika
lijeka. Samo slobodna frakcija lijeka dostupna je za apsorpciju. Razrjedenje pri-
pravka teku¢inom prisutnom u probavnom sustavu i kompeticija lijeka sa zu¢-
nim solima za interakcijom s CD rezultira brzim oslobadanjem lijeka iz kom-
pleksa, koji postaje raspoloziv za apsorpciju putem sluznica probavnom trakta,
dok se slobodni CD razgraduju u donjim dijelovima probavnog trakta djelova-
njem crijevne mikroflore. Parenteralnom primjenom otopina inkluzijskog kom-
pleksa se brzo mijesa s krvnom plazmom, §to dovodi do trenutnog oslobadanja
lijeka iz kompleksa uzrokovanog razrjedivanjem i kompetitivnim vezanjem
lijeka na proteine plazme, dok se slobodni CD izlu¢uju glomerularnom filtraci-
jom putem bubrega. Zbog toga HPBCD i SBEBCD opcenito imaju mali u¢inak
na farmakokinetiku uklopljenog lijeka, barem u slu¢aju kompleksa s konstan-
tnom stabilnosti manjom od 10° M1 (12).
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Ukupan rizik koristenja CD u ljekovitim pripravcima nije velik za odrasle,
zdrave osobe. Smatra se da su doze CD manje od 20 mg/kg/dan sigurne za sve
puteve primjene, a iznad te doze pokazuju malu aktivnost. Doze ve¢e od 200 mg/
kg/dan mogu izazvati probavne smetnje nakon oralne primjene, a nakon sistem-
ske izlozenosti moguca je blaga renalna toksi¢nost. Apsorpcija iz topikalnih pri-
pravaka je relativno mala pa su sistemski toksi¢ni uc¢inci malo vjerojatni. Ipak,
zbog medudjelovanja s drugim tvarima u pripravku preporuka je ispitati sigur-
nost gotovog proizvoda i upozorenja jasno oznaciti u Sazetku opisa svojstava
lijeka (9).

CD stvaraju komplekse s lipofilnim molekulama, kako s lijekovima tako i s
endogenim molekulama. aCD tvori komplekse s fosfolipidima, a fCD s mem-
branskim kolesterolom. Ovisno o dozi, aCD i BCD uzrokuju hemolizu i citotok-
si¢nost, ali se supstitucijom hidroksilnih skupina navedeni $tetni u¢inci mogu
smanjiti. Izuzetak su metilirani derivati fCD koji pokazuju naglaseni hemoli-
ticki uc¢inak. Nadalje, interakcija s BCD smanjuje sadrzaj kolesterola u mem-
brani §to ometa funkciju stani¢ne membrane. P-glikoprotein je transporter iz
skupine ABC transportera koji ima zastitnu ulogu, odnosno interferira s oral-
nom apsorpcijom lijekova i toksina te s njihovim prelaskom krvno-mozdane
barijere. U kompleksnom medudjelovanju P-glikoproteina i membranskog
mikrookolisa sudjeluje i kolesterol. Nedostatak kolesterola u membrani inhibira
funkciju P-glikoproteina pa upotreba B-CD i njegovih derivata moze povecati
oralnu bioraspolozivost lijekova koji su supstrati P-glikoproteina, npr. DMBCD
povecava oralnu bioraspolozivost takrolimusa u stakora (13).

CD u formulacijama citostatika

Postoje dva nacina primjene CD u formulacijamalijekova. Prvi ukljucuje stvara-
nje inkluzijskih kompleksa s lijekom s ciljem povecanja njegove topljivosti i/ili
kemijske stabilnosti, a drugi je primjena CD u izradi nanostruktura koji djeluju
kao nosaci citostatika. Nanostrukture koje su izgradene iz CD prireduju se tzv.
dualnim pristupom koji kombinira stvaranje inkluzijskih kompleksa i formira-
nje nanosustava za dostavu lijekova u jedan sustav, pri ¢emu su povecane pred-
nosti oba pristupa. Uvodenjem CD u nanosustave povecava se ucinkovitost
uklapanja lijeka ¢ime se omogucuje provodenje terapije primjenom visih doza
citostatika te se produljuje zadrzavanje lijeka u sistemskoj cirkulaciji, smanjuje
toksicnost lijeka i omogucava kontrolirano, odgodeno ili ciljano oslobadanje
lijeka iz kompleksa. Takoder, mogu se unaprijediti farmakokineticka svojstva
lijeka, smanyjiti toksi¢ni ucinci i razviti farmaceutski oblik lijeka koji je prihvatlji-
viji za bolesnika i/ili medicinsko osoblje (14).
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pri ¢emu su studije na stani¢nim kulturama pokazale da nanocestice ulaze u
tumorske stanice endocitozom, a zatim je oslobadanje CPT katalizirano estera-
zama iz endosoma i lizosoma (21).

U fazi I klinickih ispitivanja, odnosno pri ispitivanju sigurnosti primjene
CRLX101 na dobrovoljcima starijim od 18 godina s uznapredovalim malignim
oboljenjima (n=62), lijek je primjenjivan intravenozno svaka dva tjedna u 4
ciklusa. Temeljem rezultata ove faze odredena je preporucena doza CRLX101
koja iznosi 15 mg/m? Najée$c¢e nuspojave su umor (n=23), cistitis (n=17), ane-
mija (n=16), neutropenija (n=13), mu¢nina (n=12), disurija (n=11), hematurija
(n=11) i leukopenija (n=10), a nuspojave poput ispadanja kose, smanjenog ape-
tita, konstipacije, dehidracije i periferne neuropatije javile su se kod manje od 8 %
sudionika (22).

U fazi Ila klini¢kih ispitivanja odreduje se specificno doziranje lijeka, a
rezultati su pokazali da je djelovanje CRLX101 najznacajnije kada se primjenjuje
dugoroéno, u dozi 15 mg/m* dva puta na tjedan. Pretpostavlja se da je za djelo-
vanje CPT potrebno produljeno izlaganje tumorskih stanica lijeku kako bi se
osiguralo dovoljno vremena da se reverzibilni kompleksi koje CPT uzrokuje u
procesu replikacije i transkripcije DNA pretvore u trajno ostecenje. Osim toga,
produljeno izlaganje lijeku dovodi do inhibicije HIF- 1, transkripcijskog faktora
koji se inducira u stanju tumorske hipoksije, a koji pomaze prezivljavanje tumor-
skih stanica i poti¢e angiogenezu (22).

Klinicko ispitavanje u fazi II nastavilo se na razli¢itim skupinama pacije-
nata. Na pacijentima s rakom plu¢a nemalih stanica usporedivano je djelovanje
CRLX101 u kombinaciji s najboljom suportivnhom terapijom i samom suportiv-
nom terapijom. Nakon 12 mjeseci primjene lijeka objektivna stopa odgovora na
CRLX101 iznosila je 6,2 %, a na suportivnu terapiju 2 % (23).

CRLX101 se ispituje i u kombinaciji s drugim lijekovima. Bevacizumab,
monoklonsko protutijelo koje veze VEGF i sprje¢ava angiogenezu, ima relativno
skromno antitumorsko djelovanje i malu stopu prezivljenja. Pretpostavlja se da
se zbog indukcije HIF-1a u tumorskim stanicama razvila rezistencija na beva-
cizumab i sli¢ne lijekove. Klinicko istrazivanje usporeduje u¢inkovitost monote-
rapije CRLX101 i kombinacije CRLX101 s bevacizumabom u pacijenata s karci-
nomom jajnika, jajovoda i peritoneuma ¢ije maligne bolesti pokazuju rezistenciju
na platinu (19). Stopa klinickog benefita, definirana kao udio pacijenata s uzna-
predovalim karcinomom koji postizu potpuni oporavak,djelomi¢ni oporavak ili
stabilno stanje tijekom Sest mjeseci, u monoterapiji iznosi 68 %, a u kombinaciji
s bevacizumabom ¢ak 95 %. Klinicka studija pokazala je da je CRLX101 ucinko-
vit i siguran za primjenu, sam ili u kombinaciji s bevacizumabom (24). Osim
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toga, CRLX101 se istraZuje i u kombinaciji s drugim antineoplasticima poput
kapecitabina, enzulatamida i paklitaksela.

Deflexifo!®

Deflexifol® (FivepHusion) je parenteralna otopina 5-fluorouracila (5-FU) i leu-
kovorina (LV) u kojoj je kao solubilizator koristen HPBCD. Naime, kemoterapija
metastatskog kolorektalnog karcinoma najée$¢e ukljucuje kombiniranu pri-
mjenu 5-FU i leukovorina pri ¢emu 5-FU djeluje kao inhibitor timidilat sintaze,
a leukovorin pospjesuje vezanje 5-FAUMP na timidilat sintazu i time pospjesuje
njegovo djelovanje (25). No, pri tome dolazi do inkompatibilnosti izmedu
alkalne otopine 5-FU i kiselog leukovorina u obliku kalcijeve soli pri ¢emu se
taloziili 5-FU ili kalcijevkarbonat. Kod ¢ak 50 % pacijenata talozenje kalcijevog
karbonata dovodi do zacepljenja katetera i prestanka primjene terapije. Koadmi-
nistracija ta dva lijeka je u¢inkovitija od sekvencijske primjene pri ¢emu je uku-
pno prezivljenje pacijenata nakon koadministracije 22 mjeseca, a nakon sekven-
cijske primjene 11,7 mjeseci. Ipak, naj¢esce se primjenjuje sekvencijski kako bi
se izbjegla inkompatibilnost (26).

Upotrebom HPPCD postize se dobra topljivost 5-FU pri fizioloskom pH pa
je sprijeceno taloZenje kalcijevog karbonata, a tako pripremljena otopina je sta-
bilna. Deflexifol® dostupan je kao otopina spremna za primjenu koja sadrzi 100
mg/mL HPBCD, 15 mg/mL FU i 1 mg/mL LV, fizioloske pH vrijednosti, a moze
se primjenjivati kao bolus injekcija ili kao kontinuirana intravenska infuzija.

Koncentracija 5-FU i metabolita u plazmi bila je znatno vec¢a nakon pri-
mjene Deflexifola® u odnosu na alkalnu otopinu 5-FU. Osim toga, Deflexifol® ima
ibolji toksikoloski profil; u fazi I klinickog ispitivanja nije primijecena kardiotok-
si¢nost koja je karakteristi¢na za primjenu alkalne otopine 5-FU, a najces$ce nus-
pojave bile su iscrpljenost i muc¢nina blagog do umjerenog intenziteta. Zbog
dobrog toksikoloskog profila mogu se primijeniti ¢ak 25 % vece doze nego kod
sekvencijske primjene. Vrijeme primjene Deflexifola® je znatno krace od sekven-
cijske primjene pa se u obzir mora uzeti i usteda koju bi ova formulacija mogla
donijeti bolnicama (26). U tijeku su klinicke studije u kojima se ispituje uc¢inko-
vitost i sigurnost primjene Deflexifola®, samog ili u kombinaciji s oksaliplatinom
i bevecizumabom, u lije¢enju metastatskog kolorektalnog karcinoma (27)).

Sorafenib

Sorafenib je inhibitor kinaza koji se primjenjuje oralno u terapiji uznapredova-
log karcinoma bubrega i neoperabilnog hepatocelularnog karcinoma. No, bio-
raspoloZivost sorafeniba nakon oralne primjene iznosi samo 8,5 %, najve¢im
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dijelom zbog izrazito lose topljivosti lijeka u vodi. Kako bi se povecala topljivost
sorafeniba, dizajnirani su CD polimer molekulske mase 92 kDa koji je u struk-
turi sadrzavao prosje¢no 52 CD jedinice i CD oligomer molekulske mase 12 kDa
sa 7 CD jedinica u strukturi. Polimerni i oligomerni CD sintetizirani su primje-
nom epiklorhidrina kao sredstva za umrezavanje. CD oligomer pokazao se u¢in-
kovitijim u povecanju topljivosti lijeka. Slobodan sorafenib ima topljivost u vodi
9,86 ng/mL, odnosno 0,02 uM, a u prisutnosti CD oligomera topljivost se pove-
¢avana vi$e od 80 uM. Pretpostavlja se da je CD polimer manje u¢inkovit od CD
oligomera jer stericke smetnje smanjuju dostupnost CD $upljina za stvaranje
inkluzijskih kompleksa. Uklapanje sorafeniba u CD polimer i oligomer ne mije-
nja antiproliferativni uc¢inak lijeka na in vitro stani¢nim modelima hepatoma
(HepG2) i melanoma (SKMel-28), dok na in vitro stani¢cnim modelima raka
dojke (MCF-7) i raka jajnika (CHO-K1), lijek uklopljeni u CD polimer pokazuje
nesto smanjeni u¢inak. In vivo toksikoloske studije na miSevima pokazuju da
intraperitonealna primjena kompleksa s CD oligomerom rezultira manjim oste-
¢enjem tkiva jetre i plu¢a nego oralno primijenjeni sorafenib. Naime, sorafenib
moze uzrokovati nuspojave poput zatajenja disanja i zatajenja jetre. Iako je u
skupini zivotinja koje su bile tretirane kompleksom sorafeniba s CD oligome-
rom prisutno odredeno ostecenje alveola, ono je manje izrazeno nego u Zivotinja
koje su primale lijek oralno, dok ostecenja tkiva jetre nije uoc¢eno. Ovaj rezultat
smoze se smatrati pokazateljem manje toksi¢nosti formulacije sorafeniba s oli-
gomernim CD (28).

NanoFEN

Fenretinid je sintetski derivat all-trans-retinoicne kiseline koji in vitro pokazuje
citotoksi¢no djelovanje na tumorske stanice. Mehanizam njegovog djelovanja
nije u potpunosti razjasnjen, ali je otkriveno da djeluje na nekoliko signalizacij-
skih puteva ¢ime smanjuje proliferaciju, inhibira stani¢ni ciklus i potice stani¢nu
smrt. U dosadasnjim klinickim ispitivanjima fenretinida (faze I-III) pokazana je
minimalna sistemska toksi¢nost i dobra podnosljivost, ali i vrlo losa bioraspolo-
zivost zbog niske topljivosti. Stovise, u ispitivanju u¢inkovitosti nije bilo moguée
posti¢i ni najmanju djelotvornu koncentraciju lijeka u plazmi. Uklapanjem u
HPBCD, uz prethodno prevodenje lijeka u kalijevu sol za lak$u interakciju s CD,
pripremljen je NanoFEN koji ima >1000 puta vecu topljivost u vodenom mediju
od samog fenretinida. Maseni omjer fenretidina i HPBCD u pripravku iznosi
1:10. NanoFEN nakon intravenske ili peroralne primjene misevima u dozi od
5mg/kg pokazuje 4,25 i 2,92 puta vecu bioraspolozivost u odnosu na oralno pri-
mijenjenu kalijevu sol feritidina.
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NanoFEN je ispitan na stani¢nim kulturama, kao i na ksenograftima kolo-
rektalnog karcinoma i raka pluca. Pokazao je citotoksi¢ni uc¢inak sirokog spektra
jer djeluje na signalizaciju koja je zajednicka razli¢itim vrstama tumora. Dva
tjedna nakon prestanka primjene ksenografti lije¢eni konvencionalnom kemo-
terapijom pokazuju ubrzani ponovni rast tumorske mase, a ksenografti lijeceni
NanoFEN-om znatno manji rast. Naime, kod retinoida je primijecen u¢inak uti-
$avanja tumora koji ima potencijal sprijeciti relaps i/ili stvaranje metastaza, pose-
bice kod tumora koji se kasno otkrivaju poput raka dojke i raka prostate (29).

Albendazol

Albendazol je antihelmintik koji se od 1975. godine koristi u lijecenju infekcija
crijevnim parazitima kod stoke, a 1982. godine odobrena je uporaba u ljudi.
Slabo je topljiv u vodi pa se nakon peroralne primjene apsorbira samo 1-5 %
doze, ovisno o udjelu masti u prehrani (30). Pokazuje i antitumorsko djelovanje
u in vitro i in vivo istrazivanjima preko nekoliko mehanizama: inhibira rast i
migraciju tumorskih stanica, ometa polimerizaciju tubulina, inducira apoptozu
stanica, smanjuje angiogenezu te ometa transport i utilizaciju glukoze (31).

No, parenteralna primjena albendazola nije moguca dok se ne osigura
zadovoljavajuca topljivost lijeka. Parenteralna otopina pripremljena je koriste-
njem 200 mM HPBCD kao solubilizatora, a uoceno je da dodatak limunske kise-
line u koncentraciji od 50 mM uz CD dodatno povecava topljivost ABZ za 20 %.
Takoder, dodatkom askorbinske kiseline i kloridne kiseline u istoj koncentraciji
topljivost albendazola povecava se 90 % i ¢ak 820%, ali zbog niske pH-vrijedno-
sti ove otopine nisu prikladne za parenteralnu primjenu. Otopina bazirana na
HPBCD ilimunskoj kiselini nakon primjene na OVCAR 3 stanicama karcinoma
jajnika znatno smanjuje broj nastalih kolonija stanica u odnosu na etanolnu oto-
pinu lijeka i kontrolu. Navedena formulacija postize inhibiciju rasta stanica i pri
nizim koncentracijama od etanolne otopine albendazola, vjerojatno zbog ukla-
panja limunske kiseline ¢ime se stvara labilni kompleks koji lakse otpusta lijek.
Istovremeno, u ispitivanju toksi¢nosti na humanim hepatocitima nije utvrdena
smanjena vijabilnost stanica nakon primjene lijeka, neovisno o tome koje ota-
palo je koristeno (32). No, koncentracija albendazola u ovoj formulaciji je rela-
tivno niska (oko 0,8 mg/mL), a procjene su da bi za provodenje klinickih ispiti-
vanja bilo neophodno razviti otopinu u kojoj je koncentracija lijeka barem 5-10
mg/mL.

U novijoj studiji, Pillai i sur. razvili su parenteralnu otopinu koristec¢i 400
mg/mL SBEBCD koja sadrzi 8 mg/mL albendazola (33). Nastajanje kompleksa
provedeno je u kiselom mediju (pH 2,3) ostvarenom dodatkom octene kiseline,

mn
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a nakon otapanja ciljane doze lijeka otopina je neutralizirana natrijevom luzi-
nom i filtrirana. Otopina se pokazala stabilnom tijekom skladiStenja pri sobnoj
temperaturi uz zastitu od svjetla. In vitroispitivanja na stani¢nim modelima kar-
cinoma jajnika (OVCAR-3 i HOSE stani¢ne linije) pokazuje da SBEBCD ne
umanjuje antiproliferativni u¢inak lijeka. Parenteralnom primjenom imunodefi-
cijentnim misevima s ksenograftom tumora jajnika SBEPCD otopina albenda-
zola u dozi od 50 mg/kg pokazuje 50 % veci uc¢inak u odnosu na suspenziju
albendazola u dozi do 75 mg/kg, $to autori smatraju dokazom ucinkovitije
dostave lijeka u tumorsko tkivo te najavljuju daljnja klinicka istraZivanja u¢inko-
vitosti i sigurnosti primjene ove formulacije albendazola (33).

Smjerovi daljnjeg razvoja

Prikazani primjeri neosporno potvrduju funkcionalnost CD u razvoju farmace-
utskih oblika citostatika, ali njihova uporaba jos nije postigla svoj puni potenci-
jal. Brojna pretklinicka istrazivanja potvrduju prednosti koje se mogu postici
primjenom CD (tablica 2.), pa se moze ocekivati njihova daljnja translacija u
klini¢ku praksu.

Tablica 2. » Prednosti ostvarene primjenom CD u pretklini€kom razvoju farmaceutskih oblika
citostatika.

. i CD (molarni Prednost ostvarena primjenom
Lijek Indikacija omjer lijek/CD) CD Ref
" Porast topljivosti 537 puta,
paklitaksel L_Srlﬂ;er?qc‘ﬁ:"ke HPBCD porast citotoksi¢nosti na (34)
i3inika ) (1:5) razli¢itim stani€nim modelima
Ja karcinoma 30-70 %
IKarcinom BCDi Porast topljivosti 15 puta,
Metotreksat  dojke, trietanolamin  pobolj3anje kemijske stabilnosti  (35)
melanom (1:5+10% TEA) metotreksata
Porast poljivosti 171 puta,
5 o DMBCD 10 putapoboljsana kemijska
Kamfoteicin  Leukemija (25 %) stabilnost u otopini i dvostruko (36)

povecana citotoksi¢nost
Porast topljivostiifotostabilnosti

. ! HPyCD i o 2
.. Limfomi lijeka u otopini, 3 puta poveéana (37,
BoiSSLlGn leukemija HEE)CD fotostabilnost lijeka u otopini, 38)
i bolja podnosljivost
Cisplatin !(a}r;lnqml 'gestlsa, HP‘BCD Pora§t .t.Opl‘j’IVOStI i stablllnost\ u (39)
jajnikai dojke (1:1) otopiniiu ¢vrstom stanju
- Karcinom SBEBCD = .
Lapatinib dojke (11) Porast topljivosti 600 puta (40)
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Novija istrazivanja pokazuju da CD zbog interakcije s lipidnim komponen-
tama stani¢nih membrana mogu poticati apoptozu i stani¢nu smrt. Taj je u¢inak
naglasen kod DMBCD i HPBCD. In vivo ispitivanja pokazuju da intraperitone-
alna primjena DMBCD u dozi od 800 mg/kg suprimira rast tumora jajnika na
modelu mi$a koji je usporediv s onim ostvarenim primjenom doksorubicina (2
mg/kg). Intratumorska injekcija DMBCD u dozama od 10 do 100 mg/kg inhibira
rast tumora kolona na modelu ksenografta misa, dok se intravenska primjena
pokazala neucinkovitom. Takoder, HPBCD intraperitonealnom primjenom u
dozama od 50 do 150 mM blokira razvoj stanica i produljuje vrijeme prezivljava-
nja na Ba/F3 BCR-ABLWT i BV173 modelu leukemije misa. Iako je za taj u¢inak
potrebna primjena visokih doza HPBCD, one se relativno dobro podnose bez
pojave znacajnijih toksi¢nih uc¢inaka, dok primjena ekvivalentnih doza DMBCD
rezultira smréu pokusnih zivotinja (41). Navedeni primjeri pokazuju da bi CD, a
narocito HPBCD mogli imati dualnu ulogu u farmaceutskim oblicima citostatika
- s jedne strane, kao pomoc¢ne tvari omoguditi razvoj formulacije, a s druge strane
biti djelatne tvari koje sinergisticki djeluju s uklopljenim citostatikom. No, taj je
koncept potrebno vrednovati kroz daljnja predklinic¢ka i klinicka ispitivanja.

Kemijska modifikacija CD omoguduje razvoj novih specifi¢nih nosaca koji
osiguravaju ciljanu terapiju tumora. Ciljana terapija koristi lijekove ili druge spe-
cifi¢cne molekule kako bi se precizno identificirale i unistile samo odredene vrste
tumorskih stanica. Naime, tumorske stanice se razlikuju od normalnih po recep-
torima koje eksprimiraju na svojoj povrsini, po sastavu okolisa u kojem se nalaze
i po tome koje gene nose. Ciljanim usmjeravanjem lijeka u tumorske stanice
mogu se o¢uvati normalne stanice (41), a time unaprijediti u¢inkovitost terapija,
smanjiti nuspojave citostatika te unaprijediti kvaliteta Zivota bolesnika.

Ciljana terapija primjenom CD modificiranih hijaluronskom kiselinom
Hijaluronska je kiselina (HA) jedan od glavnih sastojaka izvanstani¢nog
matriksa, a veze se na CD44 i RHAMM receptore koji su pojacano eksprimirani
na tumorskim stanicama. Nedavno je razvijen nacin konjugacije HA i p-CD u
jednom koraku $to ga ¢ini prikladnim za industrijsku proizvodnju. HA-B-CD
moze uklopiti devet puta viSe doksorubicina (Dox) od samog p-CD te osigurava
ucinkovitiju dostavu Dox u stanice. Nakon parenteralne primjene HA-B-CD-
Dox krvotokom dolazi do tumorskih stanica, a zatim vezanjem HA na CD44
receptore dolazi do ulaska kompleksa u stanicu. HA-B-CD-Dox kompleks je sta-
bilan pri fizioloskom pH, a da pri kiselom pH dolazi do naglog oslobadanja
lijeka. S obzirom na to da je tumorski okoli§ blago kiseo (pH=6,5), a unutras-
njost endosoma ima pH=4,5 Dox se oslobada nakon ulaska u stanicu.
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Na Hela stanicama je HA-B-CD-Dox inducirao apoptozu u 83,3 % stanica,
a slobodni Dox u samo 28,1 % §to dokazuje superiornu ucinkovitost sustava u
ciljanoj dostavi lijeka. Takoder, pokazano je da se nakon primjene HA-B-CD-
Dox manje Dox nakuplja u hepatocitima miseva, iz ¢ega se moze zakljuciti i da
bi hepatotoksi¢nost mogla biti manja (42).

Ciljana terapija primjenom CD modificiranih folatnom kiselinom
Folatni receptor (FR) je pretjerano eksprimirani na stanicama velikog broja
razli¢itih tumora. Na zdravim stanicama FR se nalazi ne samo s apikalne strane,
odnosno nedostupan je lijekovima u centralnoj cirkulaciji. Tijekom tumorige-
neze mijenja se struktura stanice te se FR nalaze na cijeloj povrsini tumorskih
stanica i time postaju dostupni kao meta za lijekove. Vezu folnu kiselinu (FA)
koja je svim zivim stanicama, a posebice tumorskim, potrebna za de novo sintezu
purinskih baza i proliferaciju. Kako FA ulazi u stanicu endocitozom posredova-
nom vezanjem na FR, tako i konjugati s FA selektivno ulaze u tumorske stanice.
Vezanjem FA na B-CD razvijene su FCD nanocestice koje specificno
dostavljaju lijek na tumorske stanice s pretjeranom ekspresijom FR. U in vivo
ispitivanju FCD ¢estica u njih je uklopljen paklitaksel. Razvijene su dvije vrste
FCD nanodestica, a razlikuju se po mjestu vezanja folata, naboju i strukturi deri-
vata. FCD-1 sadrze 14, a FCD-2 samo 7 alifatskih lanaca pa hidrofobniji FCD-1
ulazi u jace interakcije s paklitakselom. Osim toga, konjugacija s FA odvija se na
suprotnim stranama CD. Antitumorsko djelovanje nanocestica najprije je potvr-
deno na 4TI stanicama karcinoma dojke, a zatim je uc¢inkovitost testirana na
misevima. Podaci pokazuju da je FCD-1 uc¢inkovitiji od formulacije paklitaksela
s Cremophorom EL i FCD-2 nanocestica, odnosno da je veca stopa prezivljenja
i manja masa tumora. Osim toga, manje su izrazeni toksi¢ni ucinci i gubitak
mase Zivotinja, a neki podaci upuc¢uju na moguce sprjecavanje metastaza (43).

Ciljana terapija primjenom derivata CD i estrona

Estrogeni receptori (ER) pojacano su eksprimirani u vise od 70 % karcinoma
dojke. Mogu se nalaziti u jezgri (nER), ali i na membrani endoplazmatskog reti-
kuluma (mER) tumorskih stanica. CDE, je vektor koji cilja mER, a graden je od
konjugata B-CD i estrona, koji moze inkluzijom uklopiti konjugat adamantina i
doksorubicina (Ada-Dox), iz kojeg se lijek produljeno oslobada dulje od 75 sati.
Takva kinetika oslobadanja omogucuje produljeno djelovanje Dox i dugotrajnu
inhibiciju proliferacije tumorskih stanica. Za ucinkoviti transport u stanicu
vazan je omjer CD i Dox, koji mora iznositi 1:2. Pretpostavlja se da pri nizim
koncentracijama Dox dolazi do uklapanja estrona u CD $upljinu pa se ne moze



PREGLEDNI RADOVI + M. Nikolin, M. Jug: Primjena ciklodekstrina u razvoju farmaceutskih oblika za primjenu
antitumorskih lijekova, Farmaceutski glasnik 79, 1-2/2023

dogoditi vezanje CDE, i ER. Povecanjem koncentracije Dox nema mjesta za
uklapanje estrona pa je tada interakcija s ER moguca (44).

Ciljana terapija primjenom RGD tripeptida

Integrini su podklasa adhezijskih molekula na povrsini stanica koje povezuju
citoskelet s ekstracelularnim matriksom. Po gradi su heterodimeri koji se sastoje
iz nekovalentno povezanih a i f podjedinica. Sisavci imaju gene za 18 razlicitih
ai8 B podjedinica, ali stvaraju se samo 24 vrste heterodimera koje vezu speci-
ficne ligande i tako pokre¢u kaskadu rekacija unutar stanica. Integrin ayp; poja-
¢ano je eksprimiran na nekim tumorskim stanicama i na stanicama novih krv-
nih Zila unutar tumora. Veze brojne molekule izvanstani¢nog matriksa poput
kolagena, fibrinogena i fibronektina, a zajedni¢ki motiv tim molekulama je RGD
tripeptid (arginil-glicil-asparaginska kiselina). Sudjeluje u procesima resorpcije
kostiju posredovane osteoklastima, metastaziranja i angiogeneze gdje ima
klju¢nu ulogu. Monoklonska protutijela koja ciljaju integrin ayf; postigla su
indukciju apoptoze tumorskih stanica i inhibiciju angiogeneze §to, uz pojacanu
ekspresiju, ¢ini integrin ayf; pogodnim markerom za ciljanu dostavu citostatika
u tumorske stanice (45).

Razvijene su CD nanocestice modificirane dodatkom RGD tripeptida, a
zatim je u njih uklopljen doksorubicin. Modifikacija se postize kovalentnim
vezanjem adamantina (ADA) i RGD peptida, a zatim ADA stvara inkluzijski
kompleks s p-CD koji je sastavni dio CD polimera ili CD oligomera. Istrazivanje
je usporedivalo antiproliferativni u¢inak oCD-Dox, pCD-Dox, oCD-ADA-
RGD-Dox i pCD-ADARGD-Dox. Pokazalo se da je dodatak ADA-RGD pove-
¢ao antiproliferativni u¢inak Dox, kao i da je uc¢inak jaci kod CD oligomera.
Ipak, povecanje ucinkovitosti ovisilo je o omjeru RGD i Dox §to se moze obja-
sniti time da su pri testiranju koriStene razlicite vrste tumorskih stanica koje
imaju razlicitu ekspresiju integrina (46).

Ciljana terapija primjenom CD i magnetnih nanocestica

Magnetne nanocestice se koristenjem vanjskog magneta mogu dovesti do cilj-
nog podrudja, odnosno do solidnog tumora koji je lociran blizu povrsine koze.
Polidopamin (PDA) je polimer koji se koristi za termalnu ablaziju tumorskih
stanica, a lako se veze i na hidrofilne i na hidrofobne povr$ine. PDA apsorbira
NIR (eng. near infrared ) svjetlost valne duljine 808 nm §to uzrokuje povisenje
temperature. No, sama fototermalna terapija jako tesko moze ukloniti cijeli
tumor. Kombinacijom CD s magnetskim svojstvima i PDA razvijene su Fe;O04@
PDA@SH-BCD, cestice koje uklapanjem lijeka mogu kombinirati kemoterapiju
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s fototermalnom terapijom. Zahvaljujuc¢i BCD navedene cestice imaju visoku
ucinkovitost uklapanja lijekova, kao $to je doksorubicin. Stabilne su pri fiziolos-
kom pH, a pri kiselom pH (4,5-5,5) dolazi do postupnog otpustanja lijeka. Pri
koncentraciji od 5 pg/mL Fe;0,@PDA@SH-BCD@Dox Cestice djeluju ucinko-
vitije od samog Dox na HepG2 stanice karcinoma jetre, a u kombinaciji s NIR
laserom dolazi do znacajnog smanjenja vijabilnosti tumorskih stanica (47).

Zakljucak

s Potencijal primjene CD u razvoju farmaceutskih oblika citosta-
tika je znacajan. Ponajprije omogucuje zamjenu potencijalno iritiraju¢i pomoc¢-
nih tvari fizioloski podnosljivijim CD te razvoj formulacija koje su kemijski sta-
bilnije, podnosljivije, sadrze vise doze citostatika te su terapijski ucinkovitije.
Osim toga, CD zahvaljuju¢i interakcijama s endogenim molekulama mogu
sinergisticki djelovati s citostaticima u lije¢enju tumora. Takoder, moguca je
daljnja funkcionalizacija CD vezanjem odgovarajucih liganada, ¢ime se omogu-
¢uje razvoj makromolekularnih nosaca za ciljano lijeenje tumora. No, za
uspje$nu translaciju ovih formulacija u svakodnevnu klinicku praksu neop-
hodna su daljnja opsezna istrazivanja.

Cyclodextrins in the development of
1-2 pharmaceutical dosage forms of
JR—— antitumor drugs

2023

M. Nikolin, M. Jug

Abstract Cyclodextrins (CDs) are excipients able to form inclusion com-

plexes with sterically compatible lipophilic endogenous mole-
culesand drugs, increasing their solubility and chemical stability. Enhanced bio-
compatibility and the potential to form nanostructures give CDs an advantage
over other commercially available excipients. CDs appear as attractive carriers
for antitumor drugs, which often show limited aqueous solubility and chemical
stability. Therefore, CD may provide the development of new dosage forms and
delivery systems of antitumor drugs with improved bioavailability, reduced toxi-
city and enhanced therapeutical efficiency. In addition, the interactions of CDs
with endogenous molecules may act synergistically with antitumor drugs in
cancer treatment. Further functionalization of CDs by attaching the ligands spe-
cific for receptors typical for tumour cells may provide active tumor targeting of
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the included cytostatic drugs, additionally enhancing the eftectiveness and safety
of cancer therapy.
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