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1. uvOD

1.1. DJELOVANJE | PRIMJENA PREDNIZOLONA

Prednizolon je kortikosteroidni lijek s protuupalnim i imunosupresivnim djelovanjem
(Slika 1.). Opcenito, glukokortikoidi imaju vaznu ulogu u lijeenju upalnih, imunoloskih,
hematoloskih i drugih poremecaja (Katzung, 2011). Prednizolon, kao sintetski glukokortikoid
kratkog do srednje dugog djelovanja, najéesce se Koristi kao lijek za sistemsku primjenu pri
gastrointestinalnim upalnim bolestima, reumatskim, hematoloskim oboljenjima, lijeCenju
simptoma astme te lokalno u oftalmologiji i dermatologiji (Seeberger i Frey, 1985).
Prednizolon ima 4 puta veéu protuupalnu aktivnost u odnosu na kortizol pri oralnoj i

intravenskoj primjeni (Liang i Strong, 2012).

Ma® TO0—P—0"Na’

o

prednizolon dinatrijev prednizolonfosfat

Slika 1. Struktura prednizolona i dinatrijevog prednizolonfosfata

Glukokortikoidi djelovanje postizu vezanjem na steroidne unutarstanicne receptore u
citoplazmi (Slika 2.). Prije vezanja glukokortikoida, unutarstani¢ni receptor vezan je za
stabilizirajuce proteine kao §to su tzv. heat-shock proteini, odnosno proteini toplinskog Soka
(hsp 90). Vezanjem glukokortikoida za receptor stvara se nestabilan kompleks te dolazi do
odvajanja stabiliziraju¢ih proteina. Nakon dimerizacije kompleksa glukokortikoid-receptor,
dimer ulazi u jezgru stanice, veZze se na regulatornu regiju gena te regulira njegovu
transkripciju (Katzung, 2011). Glavni mehanizmi smanjenja upale uklju¢uju smanjenje
ckspresije gena za proupalne medijatore kao $to su AP-1 i NF-xB te poticanje stvaranja
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protuupalnih proteina kao $to je aneksin. S obzirom na mehanizam djelovanja koji ukljucuje

modulaciju ekspresije gena, ué¢inak prednizolona nije trenutac¢an (Fernandes i McKay, 2013).
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Slika 2. Prikaz interakcije steroida, S (npr. prednizolon) i receptora, R te naknadnih dogadaja

unutar ciljne stanice (preuzeto i prilagodeno prema Katzung, 2011).

Zbog slabe topljivosti prednizolona, u formulacijama se najé¢esé¢e nalazi u obliku prolijeka
koji se aktivira u organizmu. Odobreni prolijekovi prednizolona od strane EMA-e i FDA su:
prednizon, prednizolonfosfat, prednizolonpivalat, prednizolonsukcinat i prednizolonacetat.
Natrijev prednizolonfosfat je prolijek prednizolona koji ima viSe od 30 puta vecu topljivost u
vodi od prednizolona (Choudhary i sur., 2020). Odobren je od strane EMA-e i FDA u obliku
kapi za oko, oralnih otopina i tableta (www.fda.gov; www.ema.europa.eu). Za sistemsku
primjenu naj¢esce se koristi prednizon, oralni prolijek prednizolona, koji se hidrogenacijom u
jetri aktivira u prednizolon (Seeberger i Frey, 1985). Koristi se u dozama od 30 do 40 mg

dnevno, ali se doza mozZe povecati do 80 mg/dan (www.halmed.hr). Prema podacima EMA-e,



u Europskoj uniji su dostupni oblici vodotopljivog prednizolonsukcinata za intravensku i
intramuskularnu primjenu kada je potreban brz uc¢inak. Prednizolonacetat lokalno se koristi u
oftalmologiji pri lijeCenju upalnih stanja zbog svoje sposobnosti penetracije kroz roznicu oka.
Aktivira se pomocu esteraza u oku u aktivni prednizolon (Sebbag i sur., 2020).

U Republici Hrvatskoj odobrena su ¢etiri lijeka s prednizolonom kao djelatnom tvari (Tablica
1.). Koriste se lokalno kod upalnih oboljenja vlasista i oka, a za sistemsku primjenu odobrene
su tablete prednizona koji se koristi pri oboljenjima koja zahtijevaju sistemsku primjenu

kortikosteroida (www.halmed.hr).

Tablica 1. Farmaceutski oblici prednizolona i prolijekova prednizolona odobrenih u Republici

Hrvatskoj (www.halmed.hr )

NAZIV DJELATNATVAR | DOZA FARMACEUTSKI | TERAPIJSKA
LIJEKA OBLIK INDIKACHA
Alpicort prednizolon 0,2 g/100 ml otopina za kozu blaga upalna
salicilatna kiselina 0,4 g/100 ml oboljenja vlasista
Alpicort F estradiol 0,005 g/100 ml otopina za kozu blaga upalna
prednizolon 0,2 g/100 ml oboljenja vlasista

salicilatna kiselina 0,4 g/100 mi

Ultracortenol prednizolonpivalat 5 mg /g mast za oko alergijska i
neinfektivna

upalna stanja oka

Decortin prednizon 5 mg, 20 mg tableta sistemsko lijeCenje

glukokortikoidima

U Tablici 2. prikazani su neki od prolijekova prednizolona koji su odobreni od strane FDA i
nalaze se na trziStu. Natrijev prednizolonfosfat dostupan je u obliku tableta, oralne otopine i

kapi za oko.



Tablica 2. Farmaceutski oblici prednizolona i prolijekova prednizolona odobrenih od strane

FDA (www.fda.gov)
NAZIV LIJEKA DJELATNA TVAR | FARMACEUTSKI TERAPIISKA
OBLIK INDIKACIJA
Omnipred prednizolonacetat  kapi za oko, upalne bolesti oka:
suspenzija alergijski konjuktivitis,
iritis, ciklitis itd.
Orapred ODT natrijev tableta alergijske reakcije,

prednizolonfosfat

edemi,
adrenokortikalna
insuficijencija,
ulcerozni kolitis, akutna
leukemija, multipla

skleroza itd.

Prednisolone
sodium phosphate
(Bausch and Lomb)

natrijev

prednizolonfosfat

kapi za oko, otopina

upalne bolesti oka:
alergijski konjuktivitis,

iritis, ciklitis itd.

Prednisolone
sodium phosphate
(Chartwell RX)

natrijev

prednizolonfosfat

oralna otopina

alergijske reakcije,
edemi,
adrenokortikalna
insuficijencija,
ulcerozni kolitis, akutna
leukemija, multipla

skleroza itd.

Prednisone (Mylan)

prednizon

tableta

alergijske reakcije,
edemi,
adrenokortikalna
insuficijencija,
ulcerozni kolitis, akutna

leukemija itd.




1.2. NAZALNI KORTIKOSTEROIDI

Lokalnom primjenom kortikosteroida lijek se dostavlja direktno u ciljni organ §to dokazano
povecava sigurnost primjene u odnosu na sistemsku primjenu oralnih kortikosteroida
(Demoly, 2008). Nazalni kortikosteroidi koriste se u lijeCenju alergijskog i nealergijskog
rinitisa te nosnih polipa (www.halmed.hr).

Nosni polipi su benigne, upalne, hiperplasticne izrasline sinonazalne mukoze koje se
manifestiraju kao kronicni rinosinuitis. Prva linija lijeCenja su nazalni kortikosteroidi u
razdoblju od 2 do 3 mjeseca (del Toro i Portela, 2024). Ciljevi lije¢enja nosnih polipa
ukljuuju smanjenje veli¢ine polipa, otvaranje nosnih diSnih puteva, disanje kroz nos,
vraéanje osjeta mirisa (Badia i Lund, 2001). Rinitis je upalna bolest karakterizirana
simptomima nazalne kongestije, rinoreje, kihanja te svrbezi nosa. KoriStenje nazalnih
kortikosteroida opravdano je kod pacijenata kojima simptomi rinitisa utjeCu na kvalitetu
zivota (Seidman i sur., 2015).

Doze kortikosteroida u lije¢enju rinitisa manje su nego u lijeCenju nosnih polipa. Primjerice,
mometazonfuroat hidrat u obliku spreja za nos je nazalni kortikosteroid koji je u Republici
Hrvatskoj odobren za lije¢enje nosnih polipa. Ukupna pocetna doza za obje nosnice je 200
pg/dan te se moze povecati do ukupne doze od 400 pg/dan. Kada se mometazonfuroat hidrat
koristi za lije¢enje rinitisa pocetna doza iznosi 200 pg/dan za obje nosnice, a doza odrzavanja
100 pg/dan kada se simptomi bolesti stave pod kontrolu (www.halmed.hr).

Druga generacija kortikosteroida najces¢e se koristi u lokalnom lijeCenju akutnog
rinosinuitisa jer njihovom primjenom ne dolazi do sistemskih nuspojava kao $to su negativan
utjecaj na metabolizam kosti, supresija osi hipotalamus-hipofiza-adrenalna Zlijezda i zastoj u
rastu kod djece. Rizik od sistemskih nuspojava ovisi o koli¢ini lijeka koja dospije u sistemsku
cirkulaciju nakon nazalne primjene (Gupta i Fonacier, 2016). Koli¢ina lijeka koja dospije u
sistemsku cirkulaciju posljedica je apsorpcije lijeka kroz nazalnu mukozu i gastrointestinalni
trakt. Vecina lijeka koja je primijenjena nazalnim putem odlaze se u ustima i bude progutana,
a njegova sistemska bioraspolozivost ovisi o apsorpciji kroz gastrointestinalni trakt i
metabolizmu prvog prolaska kroz jetru (Cave i sur., 1999). Odlaganje lijeka u straznjem i
nazofaringealnom dijelu nosa rezultira odstranjivanjem lijeka mukocilijarnim transportom u
probavni sustav te dolazi do gutanja lijeka (Gizurarson, 1993). Druga generacija
kortikosteroida  ukljuuje = mometazonfuroat,  flutikazonpropionat,  ciklezonid i
flutikazonfuroat. Smanjena bioraspolozivost lijeka nakon gutanja intranazalnog

kortikosteroida druge generacije posljedica je podloznosti tih lijekova metabolizmu prvog
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prolaska kroz jetru (Gupta i Fonacier, 2016). Moguce nuspojave su rijetke i primarno lokalne
te ukljucuju suhocu, peckanje, Zarenje i epistaksu, tj. krvarenje iz nosa (Seidman i sur., 2015).
U Republici Hrvatskoj dostupni kortikosteroidi za nazalnu primjenu su: flutikazonfuroat,
flutikazonpropionat, mometazonfuroat, triamcinolonacetonid i budezonid. Oni se u

formulacijama nalaze u obliku otopina ili suspenzija (www.halmed.hr).

1.2.1. OBLIKOVANJE PRASKASTIH SUSTAVA KORTIKOSTEROIDA

Prednosti ¢vrstih, toc¢nije praskastih formulacija lijekova pri nazalnoj primjeni u odnosu na
tekuée formulacije sSu vecéa stabilnost djelatnih i pomoc¢nih tvari te poboljSana
bioraspolozivost lijekova zbog povecane difuzije 1 apsorpcije lijeka kroz mukozne membrane.
Nadalje, praskasti sustavi zahtijevaju manji udio pomo¢nih tvari i dulje se zadrzavaju u
nosnoj Supljini zahvaljujuéi otpornosti mukocilijarnom ¢is¢enju (Tiozzo Fasiolo i sur., 2018).
Mukocilijarno ¢is¢enje je mehanizam kojim organizam sprjecava ulaz Stetnih tvari u donje
dijelove respiratornog sustava. Cilindri¢ne stanice s trepetljikama pokre¢u sluz koja se
izlu¢uje iz vréastih stanica i potencijalno Stetne tvari prema probavnom sustavu (Lee i Minko,
2021). Uklapanjem odredenih pomo¢nih tvari kao §to su mukoadhezivni ili in situ gelirajuci
polimeri u praskaste sustave za nazalnu primjenu omogucava se dulje zadrzavanje lijeka u
nosnoj Supljini. Usprkos nizu prednosti, malen je broj praskastih sustava za nazalnu primjenu
(Tiozzo Fasiolo i sur., 2018).

S ciljem postizanja sigurnosti primjene nazalnih prasaka potrebno je maksimalno smanjiti
broj i koli¢inu pomo¢nih tvari. Pomoc¢ne tvari pri formuliranju nazalnih mikrosfera mogu se
podijeliti na tvari za povecanje volumena, mukoadhezivne ekscipijense te tvari koje
poboljsavaju apsorpciju lijeka (Tiozzo Fasiolo i sur., 2018).

Tvari za povecanje volumena omogucéavaju lakse rukovanje i primjenu djelatne tvari. Takvi
ekscipijensi utjeCu na veli¢inu Cestica, bioraspolozivost lijeka i apsorpciju (Tiozzo Fasiolo i
sur.,, 2018). Manitol (Slika 3.) se cesto, zbog svoje topljivosti, inertnosti i niske
higroskopnosti, koristi kao ekscipijens. FDA navodi manitol kao ,,generally recognized as
safe* (GRAS) te je odobren za inhalacijsku primjenu kao ekscipijens ili djelatna tvar ovisno o
dozi (Scherlie, 2012). Promjenom parametara susenja raspr§ivanjem moguce je modificirati
hrapavost povrSine i veli¢inu manitolskih mikrosfera. Hrapavost povrSine mikrosfera utjece

na dostavu lijeka u plué¢a (Littringer i sur., 2012).



Slika 3. Struktura D(-) manitola

Natrijev hijaluronat je endogeni glikozaminoglikan koji ¢ini sastavni dio ekstracelularnog
matriksa 1 sinovijalne tekucine. Graden je od ponavljajucih disaharidnih jedinica N-acetil-D-
glukozamina i D-glukuronske kiseline povezane B-1,4 glikozidnom vezom (Slika 4.). Koristi
se kao pomocna tvar jer je biokompatibilan, biorazgradiv te neimunogen. Pri formuliranju
Cestica, natrijev hijaluronat se kombinira s drugim ekscipijensima zbog svoje kohezivnosti i
losih svojstava tecenja (Martinelli i sur., 2017). Pogodan je za nazalnu dostavu lijekova zbog
svoje mukoadhezivnosti i viskoznosti. Stvaranje vodikovih veza s glikoproteinima nazalne
mukoze omogucéava produljeno zadrzavanje ¢estica na povrSini nosne sluznice (Horvat i sur.,
2009).

Slika 4. Struktura disaharidne jedinice natrijevog hijaluronata gradene od N-acetil-D-

glukozamina i natrijevog D-glukuronata



Promotori apsorpcije razli¢itim mehanizmima pomazu nazalnom transportu aktivne tvari.
Primjeri takvih ekscipijenasa su surfaktanti, masne Kiseline i derivati, fosfolipidi,
ciklodekstrini itd. Njihovi mehanizmi djelovanja ukljuc¢uju modificiranje fosfolipidne barijere
stanica, naru$avanje stabilnosti ¢vrstih spojeva (engl. tight junctions) i povecanje topljivosti
djelatnih tvari (Tiozzo Fasiolo i sur., 2018).

U svijetu su trenutno dostupne samo tri vrste nazalnih prasaka kortikosteroida za lokalnu
primjenu (Tablica 3.). Praskasti oblik budezonida dostupan je u Europi, dok su u Japanu
odobreni Teijin Puvlizer Rhinocort® i Erizas®. Sva tri odobrena lijeka koriste se u lije¢enju

alergijskog rinitisa (Pozzoli i sur., 2016).

Tablica 3. Nazalni prasci kortikosteroida za lokalnu primjenu odobreni u svijetu

NAZIV LIJEKA DJELATNA TVAR I DOZA (ng) | POMOCNE TVARI

Rhinocort Turbuhaler® budezonid, 100 ug nema

Teijin Puvlizer Rhinocort® | beklometazon dipropionat, 50 pg | hidroksipropilceluloza,
stearinska kiselina,

magnezijev stearat

Erizas® deksametazon cipecilat, 400 ili laktoza
200 ng




1.3. SUSENJE RASPRSIVANJEM

SusSenje rasprSivanjem je Siroko rasprostranjena tehnika u kojoj se djelatna tvar, otopljena ili
dispergirana u tekuéem vehikulumu, rasprsuje i susi do nastanka suhog praskastog produkta
(Tiozzo Fasiolo i sur., 2018). Cesto je koristena tehnika u farmaceutskoj i prehrambenoj
industriji. U farmaceutskoj industriji koristi se u pripremi formulacija s malim molekulama
niske topljivosti te u obradi velikih biomolekula i biofarmaceutika (Ziaee i sur., 2019).
Prednosti tehnike susenja raspr$ivanjem su moguénost suSenja otopina i disperznih sustava u
razli¢itim koncentracijama uz koriStenje organskih ili neorganskih otapala. Procesne
parametre moguce je prilagoditi djelatnoj tvari koja moze biti termolabilna (Tiozzo Fasiolo i
sur., 2018). Proces susenja rasprSivanjem izvodi se u jednom koraku, brz je, kontinuiran i
reproducibilan. Dobiveni prasci ve¢e su kemijske i fizicke stabilnosti u odnosu na pocetne
formulacije te imaju dobra svojstva tecenja (Sosnik i Seremeta, 2015).

Glavna mana ove tehnike jesu niske vrijednosti iskoriStenja pri laboratorijskim uvjetima koje
najvise iznose od 50 do 60 %. Koli¢ina izgubljenog produkta relativno je konstantna, a
posljedica je zaostajanja praska na stijenkama uredaja za suSenje rasprSivanjem (Sosnik i
Seremeta, 2015).

Proces susenja rasprSivanjem sastoji se od Cetiri koraka: 1.) atomizacija pocetne formulacije,
2.) susenje rasprSenih kapljica, 3.) stvaranje suhih Cestica, 4.) razdvajanje i sakupljanje suhog
produkta. Ulaskom uzorka u komoru za susenje pomocu peristalticke pumpe, uzorak prolazi
kroz sapnicu te dolazi do atomizacije. Sapnica moze biti pneumatska, rotacijska, hidrauli¢na
ili ultrazvucna. Iz dobivenih kapljica, pod utjecajem visoke temperature, dolazi do brzog
isparavanja otapala te stvaranja suhih Cestica. Suhe Cestice se, pod utjecajem centrifugalne
sile, razdvajaju od plina za suSenje te sakupljaju u kolektoru na dnu uredaja (Slika 5.; Sosnik
i Seremeta, 2015). Smjer strujanja plina za susenje i rasprSene tekué¢ine moze biti istosmjeran
ili protusmjeran. Istosmjeran smjer strujanja pogodan je za termolabilne tvari pri kojem
termolabilna tvar nikad nije u kontaktu s visokom temperaturom, dok je protusmjeran smjer

strujanja pogodan zbog veceg termalnog iskoriStenja (Tiozzo Fasiolo i sur., 2018).



peristalticka N T medijza suSenje
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[ posuda za sakupljanje
praskastog produkta

Slika 5. Shematski prikaz uredaja za suSenje rasprsivanjem (preuzeto i prilagodeno prema

Nguyen i sur., 2021)

Ultrazvuéna sapnica rasprsuje uzorak pomocu vibracijske energije koja se prenosi na uzorak.
Moguce je pripraviti ¢estice uniformne veli¢ine od 5 do 1000 pm (O’Sullivan i sur., 2019).
KoriStenje ultrazvucne sapnice prikladno je za formulacije sa osjetljivim tvarima, otopine
niske viskoznosti i Newtonove tekucine. Krajnji produkt ima mali udio vlage (Khaire i
Gogate, 2021).

Prilagodbom procesnih parametara susenja raspr$ivanjem i odabirom komponenata pocetne
otopine utjeée se na karakteristike praskastog produkta kao S$to su udio vlage, veli¢ina i
morfologija Cestica (Tiozzo Fasiolo i sur., 2018). Tablica 4. prikazuje utjecaj procesnih
parametara na svojstva praskastog produkta i iskoriStenje procesa susSenja rasprSivanjem.
Povecéanjem protoka uzorka, sapnica jednakom energijom rasprSuje vise tekucine, nastaju
vece kapljice te posljedicno vece Cestice s ve¢im sadrzajem vlage (Tiozzo Fasiolo i sur.,
2018). Povecanjem ulazne temperature smanjuje se udio vlage u krajnjem produktu te se

povecava iskoristenje procesa (Www.buchi.com).
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Tablica 4. Utjecaj procesnih parametara na svojstva produkta pripravljenog suSenjem

rasprsivanjem
Brzina dotoka Ulazna
Aspirator T
uzorka T temperatura T
Udio vlage povecanje smanjenje povecanje
Velic¢ina Cestica povecanje - -
IskoriStenje procesa | smanjenje/ povecanje povecanje
povecanje
Izlazna temperatura | smanjenje povecanje povecanje

1.3.1. UTJECAJ DISPERGIRANIH TVARI U UZORKU ZA SUSENJE NA
MOGUCNOST ATOMIZACIJE RASPRSIVANJEM

Sastavnice i svojstva uzorka za suSenje rasprSivanjem kao S§to su viskoznost, povrSinska
napetost, gustoca, kemijska i fizicka stabilnost utje¢u na stvaranje krajnjeg produkta. Klju¢na
znacajka prilikom formuliranja pocCetne otopine za suSenje rasprSivanjem je postizanje
kemijske stabilnosti djelatnih i pomo¢nih tvari u otapalu (Tiozzo Fasiolo i sur., 2018).
Polimerni nosaci stabiliziraju djelatnu tvar te mogu poboljsati otapanje lijeka i apsorpciju.
Intermolekuske interakcije djelatne i pomoc¢nih tvari poticu stvaranje homogene formulacije.
Interakcije mogu biti ionske, elektrostatske, hidrofobne ili vodikove veze. Higroskopnost
polimera u formulaciji utjece na fizicku stabilnost amorfnog produkta tijekom skladiStenja.
Prisutnost punila u uzorku za suSenje rasprSivanjem poboljSava svojstva teCenja, regulira
sadrzaj vlage i utjeCe na profil nazalne depozicije (Tiozzo Fasiolo i sur., 2018).

Prilikom odabira otapala za pripremu uzorka za susenje rasprSivanjem potrebno je osigurati:
1.) topljivost i kemijsku stabilnost djelatne i pomo¢nih tvari, 2.) odgovarajucu viskoznost
otopine, 3.) nisku toksi¢nost, 4.) hlapljivost i brzo isparavanje disperznog sredstva tijekom
suSenja (Ziaee i sur., 2019).

Koncentracija otopljenih tvari u uzorku utjece na viskoznost i gusto¢u uzorka koji utje¢u na
svojstva dobivenih mikrosfera (Santos i sur., 2017). Veca koncentracija otopljenih tvari u
uzroku za suSenje rasprSivanjem odgovara manjoj koli¢ini otapala u rasprSenim kapljicama.

Manji udio otapala skracuje vrijeme isparavanja otapala, stvaraju se porozne Cestice manje
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gusto¢e sa smanjenim udjelom vlage. Ve¢a koncentracija otopljenih tvari moze potaknuti
aglomeraciju i stvaranje multimera izmedu polimernih lanaca Sto dovodi do stvaranja
poroznih ¢estica grublje povrsine (Ziaee i sur., 2019).

Za proces atomizacije tekuéine tijekom suSenja rasprSivanjem vazna je povrSinska napetost
uzorka. Smanjenjem povrSinske napetosti tijekom atomizacije omogucava se stvaranje
malenih kapljica tekucine. Tekucine s velikom povrSinskom napetosti mogu ometati i

sprijeciti proces atomizacije (Santos i sur., 2017).

1.3.2. REOLOSKA SVOJSTVA UZORAKA ZA SUSENJE RASPRSIVANJEM

Reoloska svojstva otopina za suSenje rasprSivanjem uvelike ovise o karakteristikama
koristenog polimera, otapalu te njihovoj medusobnoj interakciji u otopini. Viskoznost otopine
ovisna je o koncentraciji polimera i njegovoj molekulskoj masi. Pogodno otapalo smanjuje
privlacne sile u lancima polimera, dolazi do razmatanja strukture polimera 1 povecanja
viskoznosti otopine. Suprotno tome, nepogodno otapalo poti¢e privlacenje polimernih lanaca
te dolazi do sakupljanja polimera u prirodnu nasumiénu konfiguraciju. Tekucine s uklopljenim
polimerima najéesc¢e su ne-Newtonovi fluidi (Porfirio i sur., 2021).

Viskoznost otopina za susenje rasprSivanjem direktno utjee na veli¢inu Cestica. Pove¢anjem
viskoznosti otopine potrebna je veca atomizacijska energija kako bi se nadvladale sile
viskoznosti i omogucilo stvaranje manjih kapljica. Stoga, povecanje viskoznosti otopine
rezultira stvaranjem vecih kapljica te posljedi¢no ve¢im Cesticama (Anandharamakrishnan i
sur., 2015).

Opcenito, pri konstantnoj atomizacijskoj energiji, teku¢ine manje viskoznosti mogu se
rasprsiti u manje kapljice u odnosu na tekucéine vece viskoznosti. Najpogodnija sapnica
(atomizator) za rasprSivanje viskoznih tekucina je rotacijski atomizator koji omogucuje

stvaranje relativno ujednacenih kapljica (Ziaee i sur., 2019).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Nazalna primjena kortikosteroida koristi se u lokalnom lijeCenju upalnih oboljenja nosne
sluznice kao §to su rinitis, rinosinuitis i nosna polipoza. Kortikosteroidi smanjuju upalu i
simptome bolesti. Lokalna primjena je neinvazivan nain primjene lijekova koji omogucuje
dostavu lijeka u ciljni organ ¢ime se smanjuje rizik od sistemskih nuspojava, ubrzava
djelovanje kortikosteroida, a terapijski u¢inak postize se pri manjim dozama (Demoly, 2008).
Na trzistu su trenutno dostupne formulacije kortikosteroida za lokalnu primjenu u nosnu
Supljinu u obliku otopina i suspenzija koje se kratko zadrzavaju na mjestu primjene pa je time
njihova ucinkovitost ograni¢ena (Hafner i sur., 2014).

Mukocilijarno ¢iséenje jedan je od problema primjene konvencionalnih tekucih formulacija za
nazalnu primjenu jer uvelike skrac¢uje vrijeme zadrzavanja lijeka na nosnoj sluznici. Nadalje,
volumen tekucine koji nosna Supljina moze primiti je ograniCen, a tvari u otopini mogu biti
nestabilne (Tiozzo Fasiolo i sur., 2018). Formuliranjem nazalnih prasaka stabilnost djelatnih i
pomoc¢nih tvari je povecana, a difuzija lijeka i mukozna apsorpcija su poboljsane. Nazalni
prasci osiguravaju dulje zadrzavanje lijeka i vecu koncentraciju na mjestu primjene
(Filipovi¢-Grei¢ i Hafner, 2008).

Pravilnim odabirom pomoc¢nih tvari pri formuliranju nazalnih prasaka moguce je modificirati
nepovoljne karakteristike djelatne tvari (Filipovi¢-Gr¢i¢ i Hafner, 2008). Isto tako, pomocéne
tvari osiguravaju dulje zadrzavanje lijeka u nosnoj Supljini te povecanje otpora
mukocilijarnom ¢is¢enju (Tiozzo Fasiolo i sur.,, 2018). Pomoéne tvari utjeCu na svojstva
dobivenih mikrosfera kao §to su veli¢ina Cestica, bioraspolozivost, apsorpcija i svojstva
teCenja prasaka. Nazalni praSci ne zahtijevaju uporabu konzervansa (Filipovi¢-Gr¢ic i Hafner,
2008). Manitol je inertna, vodotopljiva tvar niske higroskopnosti koja se esto koristi kao tvar
za povecanje volumena. Takoder, koristi se i zbog dobrih svojstava teCenja te ima sposobnost
mijenjanja propusnosti mukoznog sloja osmotskim putem (Nizi¢ Nodilo i sur., 2021).
Polimeri koriSteni za izradu mikrosfera su biokompatibilni, biorazgradivi i neimunogeni, a
stvaranje viskoznih otopina i mukoadhezivnost pomazu zadrzavanju lijeka na mjestu primjene
(Horvat i sur., 2009). Razmatanjem polimernih lanaca natrijevog hijaluronata omogucava se
stvaranje vodikovih veza izmedu karboksilnih skupina hijaluronata i mucina ¢ime se
osigurava mukoadhezija (Joergensen i sur., 2011).

SuSenje rasprSivanjem je brza, reproducibilna i jednostavna tehnika koja omogucava stvaranje

mikrosfera Zeljenih karakteristika. Proces se odvija u jednom koraku, a variranjem procesnih
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parametara utjece se na svojstva dobivenih Cestica kao $to su veli¢ina 1 morfologija koje su
povezane s potencijalnom iritacijom nosne Supljine (Filipovi¢-Gr¢i¢ i Hafner, 2008).

U ovome su radu pripremljene hijaluronsko-manitolske mikrosfere s uklopljenim natrijevim
prednizolonfosfatom metodom susenja rasprSivanjem. Natrijev prednizolonfosfat je
vodotopljivi prolijek prednizolona. Cilj ovog diplomskog rada bio je odrediti karakteristike
pripravljenih mikrosfera, uspjesnost uklapanja, iskoristenje procesa te ispitati utjecaj masenog
udjela prednizolona na fizicko-kemijska svojstva mikrosfera. Ispitana su i reoloSka svojstva
vodenih otopina natrijevog hijaluronata, manitola i natrijevog prednizolonfosfata pri

razli¢itim koncentracijama.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

U svrhu izrade eksperimentalnog dijela diplomskog rada koristeni su dinatrijev
prednizolonfosfat (dalje u tekstu: prednizolon; Biosynth Ltd, Ujedinjeno Kraljevstvo),
natrijev hijaluronat (Conti pro, Ceska), D(-) manitol (Lach-Ner, Ceska) i umjetni nazalni
fluid.

Umijetni nazalni fluid (engl. simulated nasal fluid, SNF) pripremljen je otapanjem natrijevog
klorida (Alkaloid AD, Makedonija), kalijevog klorida (GRAM-MOL, Zagreb) i kalcijevog
klorida dihidrata (Sigma-Aldrich, Njemacka) pri koncentracijama redom od 7,45 g/L, 1,29
g/L 10,32 g/L u proc¢is¢enoj vodi.

3.2. METODE

3.2.1. PRIPREMA OTOPINA ZA POSTUPAK SUSENJA RASPRSIVANJEM

Za pripravu mikrosfera koriStene su otopine natrijevog hijaluronata, manitola i prednizolona
pri razli¢itim koncentracijama (Tablica 5.). Koncentrirana vodena otopina natrijevog
hijaluronata (0,5 %, m/m) pripremljena je otapanjem natrijevog hijaluronata u pro¢is¢enoj
vodi uz mijeSanje na magnetnoj mijesalici. Odvagani manitol i prednizolon otopljeni su u
procis¢enoj vodi uz dodatak potrebne koli¢ine otopine natrijevog hijaluronata te je smjesa

homogenizirana na magnetnoj mijesalici.

Tablica 5. Sastav vodenih otopina za pripravu mikrosfera susenjem rasprsivanjem

Broj uzorka Natrijev hijaluronat | Manitol Prednizolon
(%, m/m) (%, m/m) (%, m/m)

1 0,05 6,0 0,050

2 0,05 6,0 0,075

3 0,05 6,0 0,100

4 0,05 6,0 0,150
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3.2.2. IZRADA MIKROSFERA

Uredaj Biichi Mini Spray Dryer B-290 (Biichi Labortechnik AG, Svicarska) s ultrazvu¢nom
sapnicom koristen je za pripravu mikrosfera. Postavljeni parametri suSenja bili su konstantni,
kako slijedi: snaga ultrazvuéne sapnice 60 %, postavka peristaltiCke pumpe 5 %, kapacitet
aspiratora 100 %. Ulazna temperatura iznosila je 120 °C, a izlazna 67-70 °C.

IskoriStenje procesa izrade mikrosfera odredeno je omjerom mase dobivenih mikrosfera i

mase suhe tvari u otopini prema formuli:

masa dobivenih mikrosfera (g)
I = - — X 100 %
masa suhe tvari u otopini (g)

3.2.3. ODREPIVANJE REOLOSKIH SVOJSTAVA OTOPINA ZA SUSENJE
RASPRSIVANJEM

Krivulje viskoznosti otopina odredene su koriStenjem reometra MCR 102 (Anton Paar,
Austrija). Krivulje pokazuju ovisnost viskoznosti sustava (r, mPas) o brzini smicanja (y) u
rasponu od 0,1 do 100 s?. Mjerni sustav je mjerni stozac promjera 50 mm, a nagibni kut
stosca iznosi 1° (CP50-1). Udaljenost izmedu donje plo¢e i mjernog stosca bila je 0,102 mm.

Mjerenje je provedeno pri 25 °C.

3.2.4. ODREDPIVANJE SADRZAJA I USPJESNOSTI UKLAPANJA PREDNIZOLONA
U MIKROSFERAMA

Za izradu bazdarnog dijagrama pripravljen je koncentracijski niz otopina prednizolona od 5
do 30 pg/ml koje su pripremljene u duplikatu. Radne otopine pripremljene su razrjedivanjem
potrebne koli¢ine standardne vodene otopine prednizolona (engl. stock solution; 100 pug/ml)
procis¢enom vodom u odmjernoj tikvici od 10,0 ml. Otopine su filtrirane kroz membranski
filtar Chromafil® Xtra PES-20/25, promjera pora 0,2 um (Macherey-Nagel GmbH & Co.
KG, Njemacka). Spektrofotometrijskom metodom dobivena je ovisnost apsorbancije o

poznatim koncentracijama standardnih otopina prednizolona pri valnoj duljini od 246 nm.
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Sadrzaj lijeka u mikrosferama odreden je spektrofotometrijski pomocéu UV/VIS
spektrofotometra Varian Cary 60 (Varian Inc., Nizozemska). Slijepa proba sadrzavala je 0,05
% (m/m) natrijevog hijaluronata i 6 % (m/m) manitola.

Odvagano je 10 mg mikrosfera koriitenjem analiticke vage (Mettler Toledo, Svicarska) u
odmjernu tikvicu od 10,0 ml koja je dopunjena do oznake pro¢is¢enom vodom. Uzorci su
pripravljeni u duplikatu. Otopine su filtrirane kroz membranski filtar Chromafil® Xtra PES-
20/25, promjera pora 0,2 um (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Njemacka). Apsorbancija

je odredivana pri valnoj duljini od 246 nm, u triplikatu.

Sadrzaj prednizolona (engl. drug loading, DL) u mikrosferama izraCunat je iz stvarne mase
prednizolona (Qa) i ukupne mase mikrosfera (Qm) prema formuli:

DL(%) = g—a x 100 %

m

Uspjesnost uklapanja (engl. encapsulation efficiency, EE) prednizolona odredena je omjerom
stvarne mase lijeka (Q.) i teorijske mase (Qt) prednizolona u uzorku prema formuli:
Qq

EE(%)=Q— X 100 %
t

3.2.5. ODREPIVANJE SADRZAJA VLAGE

Sadrzaj vlage u mikrosferama odreden je termogravimetrijski pomocu halogenog vlagomjera
(Mettler Toledo, Svicarska). Oko 0,2 g mikrosfera jednoli¢no je rasporedeno po jedinici za

vaganje i zagrijavano do 110 °C. Sadrzaj vlage odreden je metodom gubitka vlage pri suSenju.

3.2.6. ODREDPIVANJE VELICINE CESTICA

Raspodjela velicine mikrosfera odredena je metodom laserske difrakcije pomocu uredaja
Mastersizer 3000 s Hydro SV ¢elijom (Malvern Panalytical Ltd, Ujedinjeno Kraljevstvo).
Mikrosfere su dispergirane u 96 %-tnom etanolu. Rezultati su prikazani kao udio Cestica

manjih od 10 um. Veli¢ina Cestica odredena je u pentaplikatu.
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3.2.7. ODREDPIVANJE ZETA POTENCIJALA

Zeta potencijal Cestica odreden je uredajem Zetasizer Ultra (Malvern Panalytical Ltd,
Ujedinjeno Kraljevstvo) prema principu elektroforetskog rasprienja svjetlosti. Cestice su

dispergirane u 10 mM NacCl-u. Mjerenja su provedena u triplikatu u kiveti DTS 1070.

3.2.8. ISPITIVANJE SVOJSTAVA TECENJA

Odredivanjem Hausnerovog omjera istrazena su svojstva teCenja prasaka. U zatvorenu
inzulinsku Strcaljku od 1 ml odvagano je 200 mg uzorka te je ocitan nasipni volumen uzorka
prije protresivanja. Strcaljka je protresivana do konstantnog volumena uzorka (priblizno sto
puta) nakon ¢ega je odreden volumen praska nakon protresivanja. 1z omjera mase mikrosfera i
ocitanih volumena izra¢unate su gustoce prije i nakon protresivanja. Metoda je indirektna i
provedena je u triplikatu za svaki uzorak. Hausnerov omjer izraCunat je prema sljedecoj
formuli:

gustota nakon protresivanja

Hausnerov omjer = - -
nasipna gustoca

3.2.9. ODREDIVANJE STUPNJA BUBRENJA MIKROSFERA U SNF-u

Stupanj bubrenja odreden je indirektnom metodom koriste¢i Franzovu difuzijsku celiju.
Izvagano je 10 mg mikrosfera na polupropusnu poliamidnu membranu promjera pora 45 um
(Sartorius Stedim Biotech, Njemacka). Receptorski odjeljak ispunjen je SNF-om i
termostatiran pri 34 °C. Tijekom 15 minuta, svake 3 minute se kroz postrani¢nu cijev
nadomjesta volumen apsorbiranog SNF-a. Za nadoknadu SNF-a koriStena je Sprica volumena
500 pl (Hamilton, Svicarska).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. IZRADA MIKROSFERA

Vodene otopine koriStene za izradu mikrosfera sadrzavale su 0,05 % (m/m) natrijevog
hijaluronata, 6 % (m/m) manitola te koncentracije prednizolona u rasponu od 0,05 % do 0,15
% (m/m; Tablica 5.).

Manitol je pomoc¢na tvar topljiva u vodi koja se Cesto koristi kao tvar za povecanje volumena
(engl. bulking agent) i nosac za djelatne tvari. Poboljsava mukoadhezivna svojstva i svojstva
teCenja praSaka. Osmotskim putem ima sposobnost mijenjanja propusnosti mukozog sloja
(Nizi¢ Nodilo i sur., 2021).

Natrijev hijaluronat kao ekscipijens u pripravcima za nazalnu primjenu poboljSava
bioraspolozivost 1 penetraciju djelatne tvari zahvaljuju¢i svojim mukoadhezivnim svojstvima.
Dodatno ima sposobnost hidratacije sluznice nosa (Liao i sur., 2005).

Mikrosfere su pripravljene metodom susSenja rasprSivanjem uz pomo¢ uredaja Biichi Mini
Spray Dryer B-290 (Biichi Labortechnik AG, Svicarska). Prvotna podetna otopina za izradu
mikrosfera sadrzavala je 0,5 % (m/m) natrijevog hijaluronata te se izrada mikrosfera iz takve
otopine pokazala neuspjeSnom. Uspjeh je postignut smanjenjem koncentracije natrijevog
hijaluronata do 0,05 % (m/m). Moguc¢i razlozi neuspjesne atomizacije mogu biti neprikladna
viskoznost otopine te svojstva linearnih polimera velike molekulske mase, prvenstveno
njihova elasti¢na otpornost koja sprjeava nuznu deformaciju za stvaranje mikrosfera (Lin i
sur., 2020). Smanjenje koncentracije natrijevog hijaluronata u otopini za suSenje omogucilo je

uspjesnu pripravu mikrosfera susenjem rasprsivanjem.

4.2. ISKORISTENJE PROCESA

IskoriStenje procesa iznosilo je od 42,65 % do 54,96 %, a smanjivalo se s povecanjem
koncentracije prednizolona u otopini (Tablica 6.).

Sarisozen i suradnici (2010) razvili su mikrosfere prednizolonacetata i kitozana za prevenciju
restenoze koriste¢i Biichi 190 Mini Spray Dryer (Biichi, Flawil, Svicarska). Iskoristenje
procesa bilo je od 30,5+ 2,7 % do 70,6+1,9 %, a povecavalo se s pove¢anjem udjela kitozana

u otopini.
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Shahin i suradnici (2019) razvili su mikrosfere sa sildenafilom, natrijevim alginatom,
natrijevom karboksimetilcelulozom i natrijevim hijaluronatom za inhalacijsku primjenu u
svrhu lijeCenja pluéne hipertenzije koriste¢i Biichi B-290 Mini Spray Dryer (Biichi, Flawil,
Svicarska) s bifluidnom sapnicom. Iskori$tenje suenja rasprsivanjem variralo je od 30,3 % do
65,6 %. Uoceno je da natrijev hijaluronat ima zanemarivo mali utjecaj na povecanje
iskoriStenja procesa u usporedbi s natrijevim alginatom i natrijevom karboksimetilcelulozom.

Opcenito, relativno male vrijednosti iskoriStenja procesa susenja rasprsivanjem posljedica su
male ukupne mase ¢vrstih tvari u otopini te vezanja Cestica za stijenke uredaja pod utjecajem
centrifugalne sile, $to smanjuje ukupnu masu dobivenog produkta (Sosnik i Seremeta, 2015).

Dobiveni rezultati u skladu su s o¢ekivanjima za proces suSenja rasprSivanjem s obzirom na
male volumene pocetnih otopina. M i Gogate (2024) u svome su istrazivanju usporedivali
mikrosfere natrijevog alginata 1 metforminklorida dobivene koriste¢i uredaj za susenje
rasprSivanjem (JISL Instruments, Mumbai) s ultrazvu¢nom i bifluidnom sapnicom.
IskoriStenje pri koriStenju ultrazvuéne sapnice iznosilo je najvise 48,2 %. lako su iskoriStenja
pri koristenju bifluidne sapnice bila veca (do 56,6 %), prilikom koriStenja ultrazvu¢ne sapnice

postignuta je uska raspodjela veliCine Cestica i veca ucinkovitost uklapanja lijeka.

Tablica 6. Rezultati iskoristenja suSenja rasprsivanjem

Udio prednizolona u otopini

za suSenje rasprSivanjem IskoriStenje (%)
(%, m/m)*

0,05 54,96

0,075 52,33

0,1 43,99

0,15 42,65

*Sve suSene otopine sadrZavale su i manitol (6 %, m/m) te natrijev hijaluronat (0,05 %, m/m).
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4.3. REOLOSKA SVOJSTVA OTOPINA ZA PRIPREMU MIKROSFERA

Povrsinska napetost, viskoelasti¢nost i viskoznost uvelike utjeCu na u¢inak metode susenja
rasprsivanjem, posebice pri koristenju ne-Newtonovih fluida. Koncentracija i molekulska
masa otopljenih tvari utjeCe na viskoznost otopine, a viskoznost tekuc¢ina utjece na proces
atomizacije Cestica pri procesu suSenja rasprsivanjem (Porfirio i sur., 2021).

Ovisnost viskoznosti (, mPas) otopina o brzini smicanja (y) odredena je koriStenjem
reometra MCR 102 (Anton Paar, Austrija) uz mjerni sustav stozac-ploca. Viskoznost je
odredivana otopinama s 6 % (m/m) manitola, 0,1 % (m/m) prednizolona i razli¢itim
koncentracijama natrijevog hijaluronata te otopini koja sadrzi 0,5 % (m/m) natrijevog
hijaluronata i 6 % (m/m) manitola bez djelatne tvari kako bi se utvrdio utjecaj prednizolona na
viskoznost otopine. Viskoznost (7, mPas) je odredivana u rasponu brzine smicanja od 0,1 do
100 s,

Ispitivanjem je potvrdeno da se viskoznost svih otopina smanjuje s porastom brzine smicanja
(Slike 6. i 7.) §to ukazuje da se radi o pseudoplasticnim sustavima. Smanjenje viskoznosti
posljedica je deformacije makromolekula u otopini koja dovodi do smanjenja otpora smicanju
(Malkin i Isayev, 2012).

Utvrdeno je da dodatak 0,1 % (m/m) prednizolona u otopinu s natrijevim hijaluronatom i
manitolom smanjuje viskoznost same otopine (Slika 6.).

KoriStenje ultrazvucne sapnice pri susenju rasprSivanjem nije prikladno za viskozne otopine i
ne-Newtonove tekuéine (Khaire i Gogate, 2021). Smanjenjem koncentracije natrijevog
hijaluronata smanjuje se viskoznost otopina (Slika 7.). Uspjesna atomizacija uzorka i susenje
te dobivanje mikrosfera tijekom eksperimenta postignuto je pri koncentraciji natrijevog
hijaluronata od 0,05 % (m/m).
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Slika 6. Ovisnost viskoznosti (1, mPa s) otopine 0,5 % natrijevog hijaluronata, 6 % manitola te
0,1 % prednizolona (@ ) i otopine 0,5 % natrijevog hijaluronata te 6 % manitola ( @) o brzini
smicanja (", s). Navedeni su maseni udjeli sastavnica otopina. Mjerenja su provedena u
duplikatu, a prikazane su reprezentativne krivulje.
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Slika 7. Ovisnost viskoznosti (1, mPas) otopine 0,1 % prednizolona, 6 % manitola te natrijevog
hijaluronata pri koncentraciji od 0,5 % (@), 0,3 % (), 0,1 %(®) i 0,05 % (@) o brzini smicanja
(y, s1). Navedeni su maseni udjeli sastavnica otopina. Mjerenja su provedena u duplikatu, a
prikazane su reprezentativne krivulje.

22



4.4. SADRZAJ PREDNIZOLONA I USPJESNOST UKLAPANJA U
MIKROSFERAMA

Bazdarni dijagram za odredivanje sadrzaja prednizolona izraden je mjerenjem apsorbancije
koncentracijskog niza vodene otopine prednizolona (Slika 8.). Dobivena je sljedeca jednadzba
pravca: y = 0,0284x - 0,0061 (R? = 0,9994), gdje y oznacava apsorbanciju, a x koncentraciju
prednizolona u otopini.

Metoda suSenja rasprsivanjem pokazala se uspjesSnom za uklapanje prednizolona u mikrosfere
s natrijevim hijaluronatom i manitolom. UspjesSnost uklapanja lijeka (engl. entrapment
efficiency, EE) iznosila je od 84,68 % do 98,79 % te se povecavala s povecanjem udjela
lijeka. Sadrzaj prednizolona (engl. drug loading, DL), odreden kao omjer stvarne mase
prednizolona i ukupne mase mikrosfera, iznosio je od 0,69 % do 2,37 %. Rezultati su
prikazani u Tablici 7. Postignuta je visoka uspje$nost uklapanja prednizolona u mikrosfere.
Sarisozen i1 suradnici (2010) metodom suSenja rasprSivanjem pripravili su mikrosfere
prednizolonacetata i kitozana. UspjeS$nost uklapanja varirala je izmedu 4,6 + 0,5 % i 45,7 +
0,3 %, ovisno o koncentraciji polimera. Liu i suradnici (2018) razvili su mikrosfere
hijaluronske Kiseline i nanokristala hidrofobnog budezonida za inhalacijsku primjenu
metodom suSenja rasprSivanjem. UspjeSnost uklapanja lijeka u mikrosfere iznosila je 21,0 +
0,3%191,5+1,5%.

Liang i Strong (2012) ispitivali su sigurnost nazalne primjene prednizolonacetata u lijecenju
polipoze nosa. Pojedinacna doza prednizolona u studiji iznosila je 2 mg prednizolona po
nosnici dva puta dnevno, §to je odgovaralo ukupnoj dnevnoj dozi od 8 mg. Studijom je
potvrdena mogucénost sigurne primjene prednizolonacetata u lijecenju polipoze.

Lijecenje polipoza nosa zahtjeva vece dnevne doze kortikosteroida u usporedbi s lijeCenjem
alergijskog rinitisa. Na primjer, ukupna dnevna doza mometazonfuroata u lijeCenju polipoze
iznosi 200 pg, dok u lije¢enju alergijskog rinitisa, nakon postizanja kontrole simptoma, iznosi
100 pg (www.halmed.hr).

Prosjecna doza praska za nazalnu primjenu koju ljudski nos moze primiti iznosi 10-25 mg po
potisku po nosnici (Tiozzo Fasiolo i sur., 2018). Doza prednizolona uklopljenog u 25 mg
mikrosfera dobivenih u istrazivanju za nazalnu primjenu iznosila bi od 173 pg do 593 pg po
potisku. Sadrzaj prednizolona u hijaluronsko-manitolskim mikrosferama razvijenima u ovom
radu odgovara potencijalnoj terapijskoj dozi u lokalnom lijeCenju alergijskog rinitisa te

rinosinuitisa s nosnim polipima ili bez polipa.
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Slika 8. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 246 nm o koncentraciji prednizolona u

otopini (ug/ml)

Tablica 7. Rezultati uspjesnosti uklapanja (EE) i sadriaja lijeka (DL) u mikrosferama.

Prikazane su srednje vrijednosti + SD (n=2)

Udio prednizolona u otopini za

suSenje rasprsivanjem* EE (%) DL (%)
(%, m/m)

0,05 84,68 +5,73 0,69 +0,04
0,075 94,04 + 3,75 1,15+0,05
0,1 97,93 + 3,59 1,59 +0,06
0,15 98,00 + 1,68 2,37 +0,04

*Sve suSene otopine sadrZavale su i manitol (6 %, m/m) te natrijev hijaluronat (0,05 %, m/m).
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4.5. VELICINA CESTICA

Cestice veli¢ine od 10 do 50 um najprikladnije su za nazalnu dostavu lijekova. Cestice
promjera manjeg od 10 um prolaze prema donjim di$nim putevima, a §to su ¢estice vece to je
njihova depozicija anteriornija (Rathanan i sur., 2007). Raspodjela veli¢ine ¢estica dobivenih
suSenjem rasprSivanjem odredena je koriStenjem uredaja Mastersizer 3000 s Hydro SV
¢elijom, a rezultati su prikazani kao udio volumena cCestica promjera manjeg od 10 pm
(Tablica 8.).

Kontrolom parametara procesa susenja raspr$ivanjem moguce je utjecati na veli¢inu Cestica i
njihovu morfologiju. Kriti¢ni parametri u procesu atomizacije su viskoznost otopine, protok
otopine do sapnice i protok komprimiranog zraka. Vrsta i u¢inkovitost sapnice imaju velik
utjecaj na veliC¢inu Cestica (Vicente i sur., 2013). SuSenje otopine veée viskoznosti ili
koncentracije rezultira ve¢im Cesticama zbog veceg udjela ¢vrste tvari. Prilikom rasprSivanja
otopine na sapnici veli¢ina kapljica proporcionalna je kona¢noj veli¢ini Cestica. Smanjenjem
protoka otopine do sapnice smanjuje se veliCina rasprSenih kapljica te se tako smanjuje
veli¢ina dobivenih mikrosfera. U slu€aju bifluidne sapnice, vec¢i protok komprimiranog zraka
bolje rasprSuje tekuci uzorak, iz ¢ega proizlaze manje rasprSene kapljice, a time i manje
Cestice (Patel i sur., 2015).

Zahtjevi za nazalnu primjenu suhih prasaka zahtijevaju da je vecina Cestica promjera veceg od
10 pm. Uocen je znatno manji udio Cestica promjera manjeg od 10 um kod uzoraka s 0,10 i
0,15 % (m/m) prednizolona u pocetnoj otopini u usporedbi s uzorcima s manjom

koncentracijom prednizolona (0,05 % i 0,075 %; m/m) (Tablica 8.).

Tablica 8. Rezultati raspodjele velicine cCestica dobivenih suSenje rasprsivanjem. Prikazane

su srednje vrijednosti = SD (n=35)

Udio prednizolona u otopini za suSenje | Udio Cestica manjih od 10 um (%)

rasprsivanjem (%)

0,05 19,7+0,2
0,075 18,7+0,7
0,1 42+0,3
0,15 8,1+0,8

*Sve susene otopine sadrzavale su i manitol (6 %, m/m) te natrijev hijaluronat (0,05 %, m/m).
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4.6. SADRZAJ VLAGE

Veliki sadrzaj vlage utjeCe na svojstva samog praska. Vlaga utjeCe na veliCinu i stabilnost
Cestica te moze potaknuti kristalizaciju pomo¢nih tvari pri dugotrajnom skladistenju. Nadalje,
mali sadrzaj vlage smanjuje gustocu cCestica i omogucava bolja svojstva rasprSivanja.
Cimbenici koji utje¢u na sadrzaj vlage u praskastom uzorku su uvjeti procesa suSenja
rasprsivanjem i sastav praska (Shahin i sur., 2019). Povecéanje izlazne temperature smanjuje
sadrzaj vlage u krajnjem produktu. S druge strane, prevelika razlika izmedu ulazne i izlazne
temperature rezultira ve¢om vlaznosti produkta (Maa i sur., 1997).

Najvaznije svojstvo praskastog sustava koje utjece na sadrzaj vlage je higroskopnost pojedine
tvari. Prasci dobiveni suSenjem rasprSivanjem najceS$¢e imaju nizak sadrzaj vlage (<10 %,
m/m) (Ameri i Maa, 2006).

Udio vlage u praskastim uzorcima iznosio je od 1,64 % do 2,55 % (m/m) kako je prikazano u
Tablici 9. Natrijev hijaluronat je higroskopan, ali se u prascima nalazi u malom udjelu pa nije
u velikoj mjeri utjecao na sadrzaj vlage (Athamneh i sur., 2019). Manitol nije higroskopna
tvar, a povecanjem udjela prednizolona u prascima uocava se blago povecanje sadrzaja vlage
zbog njegove blage higroskopnosti (Ohrem i sur., 2014).

Perkusi¢ 1 suradnici (2022) pripravili su mikrosfere manitola i kitozana s uklopljenim
donepezilom za nazalnu primjenu u svrhu lijjeenja simptoma Alzheimerove bolesti.
Mikrosfere su sadrzavale od 3,8 + 0,3 % do 9,3 + 0,3 % vlage ovisno o udjelu manitola i

lijeka, §to se smatra prikladnim udjelom za mikrosfere koje sadrze polimer.

Tablica 9. Rezultati ispitivanja sadrzaja vlage. Prikazane su srednje vrijednosti = SD (n=3)

Udio prednizolona u otopini za Sadrzaj vlage (%)

suSenje rasprsivanjem (%)

0,05 1,64 +0,27
0,075 1,93 +0,10
0,1 1,90 + 0,02
0,15 2,55+0,12

*Sve suSene otopine sadrzavale su i manitol (6 %, m/m) te natrijev hijaluronat (0,05 %, m/m).
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4.7. ZETAPOTENCIJAL

Mjerenjem zeta potencijala Cestica koriste¢i Zetasizer Ultra odreduje se naboj Cestica na
njihovoj povrsini. Cestice su suspendirane u 10 mmol otopini NaCl-a pri pH 7. Promjene zeta
potencijala mogu ukazivati na interakcije izmedu komponenti mikrosfera (Jug i Becirevic-
Lac¢an, 2008). Izmjerene vrijednosti zeta potencijala iznose od -9,3 + 0,6 do -15,1 £ 1,4 mV
kako je prikazano u Tablici 10. Karboksilne skupine hijaluronske kiseline su, izmedu ostalog,
odgovorne za negativan naboj mikrosfera na povrsini, §to onemogucava stvaranje ionskih
interakcija s negativno nabijenim glikoproteinima mucina. Medutim, elektrostatsko odbijanje
istoimenih naboja moze dovesti do otvaranja polimernih lanaca i olakSanog stvaranja
vodikovih veza pomocu karboksilnih skupina hijaluronata, Sto omogucuje ispreplitanje lanaca
polimera i mucina te osigurava mukoadheziju (Joergensen i sur., 2011).

Poveéanjem udjela prednizolona u mikrosferama iznad 0,05 % (m/m) povecala se apsolutna
vrijednost negativnog zeta potencijala, koja je bila gotovo jednaka za preostala tri uzorka.
Prednizolon se u mikrosferama nalazi u obliku prednizolonfosfata, prolijeka koji sadrzi
dodatnu fosfatu skupinu. Fosfatna skupina je negativno nabijena pri uvjetima odredivanja zeta
potencijala (pH=7) te, zajedno s utjecajem natrijevog hijaluronata, dovodi do pojave

negativnog naboja na povrsini mikrosfera.

Tablica 10. Zeta-potencijal pripravijenih mikrosfera. Prikazane su srednje vrijednosti = SD
(n=3)

Udio prednizolona u otopini za ~
' - Zeta potencijal (mV)
suSenje rasprsivanjem (%)*

0,05 93+0,6

0,075 13,7£22
0,1 15,1+ 1,4
0,15 12,1£2,1

*Sve suSene otopine sadrzavale su i manitol (6 %, m/m) te natrijev hijaluronat (0,05 %, m/m).
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4.8. SVOJSTVA TECENJA PRASAKA

Svojstva teCenja praSaka mogu se opisati na temelju izracunatih vrijednosti Hausnerovog
omjera. Hausnerov omjer za dobivene praSke iznosio je od 1,553 do 1,889 kako je prikazano
u Tablici 11. Prema Europskoj farmakopeji dobivene mikrosfere pripadaju kategoriji vrlo
losih (1,46-1,59) 1 vrlo vrlo loSih ( >1,60) svojstava teCenja. Hausnerov omjer ne moze
precizno odrediti svojstva teCenja prascima dobivenih suSenjem rasprSivanjem te nije
prikladan za predvidanje svojstava rasprSivanja prasaka za nazalnu primjenu (Juptner i
Scherliess, 2019). Medutim, prikladan je za usporedbu svojstava tecenja dobivenih mikrosfera
(Nizi¢ Nodilo i sur., 2021).

Povecane vrijednosti Hausnerovog omjera ocekuju se pri koriStenju hidrofilnih i ionskih
polimera koji imaju ve¢u kohezivnost i tendenciju aglomeracije (Perkusi¢ i sur., 2022). Prema
istrazivanju PerkuS$i¢ i suradnika (2022), povecanje udjela inertne pomocéne tvari dobrih
svojstava teCenja, u ovom sluc¢aju manitola, poboljSalo bi svojstva teCenja prasaka zbog
smanjenja vlage u mikrosferama, ali bi rezultiralo i povecanjem veliCine Cestica. Promjena
procesnih parametara, toCnije povecanje ulazne temperature prilikom izrade mikrosfera
rezultira smanjenjem ostatne vlaga u dobivenim mikrosferama $to dovodi do boljih svojstava
teCenja (Sandler i sur., 2010).

Povecanje udjela prednizolona u mikrosferama rezultiralo je smanjenjem Hausnerovog
omjera i poboljSanim svojstvima teCenja (Tablica 11.). U Cesticama s udjelom vlage manjim
od 50 9%, vlaga pridonosi smanjenju intermolekulskih interakcija zbog rasipanja
triboelektri¢nog naboja $to dovodi do boljih svojstava te¢enja (Hadjittofis i sur., 2017).
Mikrosfere s ve¢im udjelom prednizolona sadrze veéi udio vlage koji pridonosi tome efektu
(Tablica 9.). Dodatno, vecée Cestice imaju bolja svojstva tecenja zbog smanjene kohezivnosti
(Schlick-Hasper i sur., 2022). Udio ¢estica ve¢ih od 10 um veéi je u uzorcima s veéim
udjelom prednizolona (Tablica 8.).

Costabile i suradnici (2016) razvili su mikrosfere manitola i hijaluronske kiseline. Veli¢ina
Cestica u razli¢itim formulacijama iznosila je priblizno 20 um, a vrijednosti nasipne gustoce
bile su vrlo male, iznosile su od 0,045 do 0,1 g/ml. Najmanja nasipna gustoca izmjerena je za
prasSak samog natrijevog hijaluronata, koji je pokazao i loSa svojstva aerosolizacije (samo 22,2
% doze praska dostavljeno iz uredaja nakon simulacije udaha). Dodatkom manitola u sustav,
nasipna gustoca je rasla te su postignuta izvrsna svojstva aerosolizacije (do 100 % dostavljene
doze), ¢ime je potvrden odabir manitola kao tvari za poboljSanje svojstava teCenja Cestica
pripravljenih suSenjem rasprSivanjem.
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Tablica 11. Vrijednosti Hausnerovog omjera za pripravljene mikrosfere. Prikazane su srednje
vrijednosti + SD. (n=3)

Udio prednizolona u pocetnoj

o Hausnerov omjer
otopini* (%)

0,05 1,889 + 0,192
0,075 1,848 0,156
0,1 1,748 + 0,091
0,15 1,553 +0,129

*Sve suSene otopine sadrzavale su i manitol (6 %, m/m) te natrijev hijaluronat (0,05 %, m/m).

4.9. SVOJSTVA BUBRENJA MIKROSFERA

Stupanj bubrenja definira se kao volumen tekuéine koju apsorbira jedinicna masa ¢vrste tvari
(Nizi¢ Nodilo i sur.,, 2021). Bubrenje hijaluronsko-manitolskih mikrosfera odredeno je
koriste¢i Franzovu difuzijsku ¢eliju u 15-minutnom intervalu, a rezultati su izraZeni kao
volumen apsorbiranog SNF-a po miligramu mikrosfera (Slika 9.) te kao volumen
apsorbiranog SNF-a po miligramu natrijevog hijaluronata u mikrosferama (Slika 10.).
Optimalno bubrenje mikrosfera u kontaktu s nazalnom sluznicom potrebno je za
mukoadheziju mikrosfera, produljeno vrijeme zadrzavanja i kontrolirano oslobadanje lijeka iz
formulacije. Posljedi¢na dehidracija epitelnih stanica nosne sluznice zbog navlacenja vode u
procesu bubrenja mikrosfera dovodi do povecane bioraspolozivosti nekih lijekova.
Prekomjerno bubrenje mikrosfera moze smanjiti adheziju molekula zbog povecane skliskosti
sluzi, dok u pacijenta moze izazvati oste¢enje sluznice i osjecaj nelagode (Nizi¢ Nodilo i sur.,
2021).

Struktura polimerne mreze i naboj pojedinih skupina u molekuli utjeu na sposobnost
apsorpcije vode. Nabijene skupine u nekim polimerima omoguéavaju stvaranje kemijske veze
s mukoznim slojem, kao na primjer kitozan koji zbog svog pozitivnhog naboja poti¢e adheziju
mikrosfera vezanjem za negativno nabijene lance mucina na sluznici. Natrijev hijaluronat
sadrzi velik broj hidroksilnih 1 karboksilnih skupina koje stvaranjem vodikovih veza

osiguravaju mukoadhezivnost (Lim i sur., 2000).
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Mikrosfere s ve¢im udjelom prednizolona pokazuju smanjeni kapacitet bubrenja u SNF-u. To
moze biti posljedica smanjene koli¢ine natrijevog hijaluronata kao polimera koji bubri u

mikrosferama zbog povecanog udjela prednizolona.
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Slika 9. Bubrenje mikrosfera izrazeno kao volumen apsorbiranog SNF-a po miligramu

mikrosfera u 15-minutnom procesu bubrenja. Prikazane su srednje vrijednosti + SD (n=3).
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Slika 10. Bubrenje mikrosfera izrazeno kao volumen apsorbiranog SNF-a po miligramu
natrijevog hijaluronata u mikrosferama u 15-minutnom procesu bubrenja. Prikazane su

srednje vrijednosti £ SD (n=3).
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5. ZAKLJUCCI

e Reoloskom karakterizacijom utvrdeno je da se vodene otopine natrijevog hijaluronata,
manitola i prednizolona ponasSaju kao pseudoplasti¢ni sustavi. Dodatak prednizolona u
vodenu otopinu manitola i natrijevog hijaluronata smanjuje viskoznost sustava.

e Hijaluronsko-manitolske mikrosfere s uklopljenim prednizolonom uspje$no su
pripravljene suSenjem rasprsivanjem vodenih otopina manitola (6 %, m/m), natrijevog
hijaluronata (0,05 %, m/m) i prednizolona (0,05 %-0,15 %, m/m).

e IskoriStenje suSenja rasprSivanjem iznosilo je od 54,96 % do 42,65 %.

e SadrzZaj prednizolona u pripravljenim mikrosferama iznosio je od 0,69 % do 2,37 % te
je postignuta visoka uspjesnost uklapanja (84,68 % - 98,79 %).

e Udio ¢estica manjih od 10 um bio je izmedu 4,2 £ 0,3 % i 19,7 £ 0,2 %. lzmjeren je
znatno manji udio Cestica promjera manjeg od 10 um kod uzoraka s 0,10 i 0,15 %
prednizolona u otopini za susenje u usporedbi s uzorcima s manjom koncentracijom
prednizolona (0,05 % i 0,075 %; m/m).

e Udio vlage u praskastim uzorcima povecavao se s pove¢anjem udjela prednizolona te
je iznosio od 1,64 % do 2,55 % (m/m).

e Vrijednosti zeta potencijala bile su u rasponu od -9,3 = 0,6 do -15,1 + 1,4 mV. Vece
vrijednosti zeta potencijala uocene su pri koncentracijama prednizolona u otopini za
susenje > 0,075 % (m/m).

e Hausnerov omjer iznosio je izmedu 1,553 + 0,129 i 1,889 + 0,192, a smanjio se
povecanjem udjela prednizolona u mikrosferama.

e Pri bubrenju mikrosfera u SNF-u mikrosfere s ve¢im udjelom prednizolona pokazuju

smanjeni kapacitet bubrenja.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Nazalna primjena kortikosteroida uobicajena je u ublazavanju simptoma upalnih bolesti nosne
sluznice poput rinitisa, rinosinuitisa i nosnih polipa. Lokalnom primjenom kortikosteroida
smanjuje se rizik od nuspojava, osigurava se brzi nastup djelovanja i precizno doziranje.
Trenutno registrirani oblici nazalnih kortikosteroida su otopine i suspenzije koje se nakon
primjene kratko zadrzavaju na mjestu djelovanja. Razvojem praskastih farmaceutskih oblika
osigurava se dulje zadrzavanje i ve¢a koncentracija lijeka na mjestu primjene.

Cilj ovog diplomskog rada bio je pripraviti hijaluronsko-manitolske mikrosfere s uklopljenim
prednizolonfosfatom. Mikrosfere su pripravljene metodom suSenja rasprSivanjem.
Odredivanjem fizicko-kemijskih svojstava mikrosfera ispitan je utjecaj masenog udjela
prednizolonfosfata na svojstva mikrosfera. Ispitana su reoloska svojstva otopina koje su
sadrzavale razli¢iti udio natrijevog hijaluronata (0,05 %-0,5 %, m/m) i konstantan udio
prednizolona (0,1 %, m/m) i manitola (6 %, m/m).

1z pocetnih otopine koje su sadrzavale konstantan udio natrijevog hijaluronata (0,05 %, m/m) i
manitola (6 %, m/m) te udio prednizolona od 0,05 % do 0,15 % (m/m) uspje$no su
pripravljene mikrosfere metodom suSenja rasprSivanjem. IskoriStenje procesa smanjivalo se
povecanjem udjela prednizolona u mikrosferama od 54,96 % do 42,65 %. Uspjesnost
uklapanja prednizolona iznosila je od 84,68 % do 98,79 %, dok je sadrzaj prednizolona u
ukupnoj masi mikrosfera iznosio od 0,69 % do 2,37 %. Udio ¢estica manjih od 10 pm iznosio
jeod 4,2 + 0,3 % do 19,7 = 0,2 %. Udio vlage u praskastim uzorcima povecavao Se S
povecanjem udjela prednizolona od 1,64 % do 2,55 % (m/m). Vrijednosti zeta potencijala
iznosile su se od -9,3 + 0,6 do -15,1 + 1,4 mV. Hausnerov omjer odredivan je za usporedbu
svojstva teCenja mikrosfera te je uo¢eno da se povecanjem udjela prednizolona Hausnerov
omjer smanjuje. Iznosio je od 1,553 + 0,129 do 1,889 + 0,192. U procesu bubrenja u SNF-u
mikrosfere s ve¢im udjelom prednizolona pokazuju smanjeni kapacitet bubrenja. Reoloskom
karakterizacijom otopina natrijevog hijaluronata, manitola i1 prednizolona utvrdeno je da se
uzorci ponasaju kao pseudoplasti¢ni sustavi. Dodatak 0,1 % (m/m) prednizolona u otopinu s

0,5 % (m/m) natrijevog hijaluronata i 6 % (m/m) manitola smanjuje viskoznost otopine.
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Nasal administration of corticosteroids is common in reducing symptoms of inflammatory
diseases of the nasal mucosa like rhinitis, rhinosinusitis and nasal polyps. Local application of
corticosteroids reduces the risk of side effects, ensures faster onset of action and precise
dosing. Currently registered forms of nasal corticosteroids are solutions and suspensions that
exhibit short retention time at the site of action. The development of powder pharmaceutical
forms ensures longer retention and a higher concentration of the drug at the site of
application.

The aim of this study was to prepare hyaluronate and mannitol-based microspheres with
incorporated prednisolone phosphate. The microspheres were prepared using the spray drying
method. The influence of the prednisolone phosphate content on the characteristics of the
microspheres was examined by determining their physicochemical properties. The rheological
properties were also examined for solutions containing a variable concentration of sodium
hyaluronate (0.05 %-0.05 %, w/w) along with a constant prednisolone (0.1 %, w/w) and
mannitol (6 %, w/w) concentration.

Microspheres were successfully prepared by the spray drying method from the feed solutions
containing a sodium hyaluronate (0.05 %, w/w), mannitol (6 %, w/w), and prednisolone (0.05
to 0.15 %, w/w). The process yield decreased with increasing prednisolone content from 54.96
% to 42.65 %. Drug entrapment efficiency ranged from 84.68 % to 98.79 %, while the
microspheres drug loading varied from 0.69 % to 2.37 %. The fraction of particles smaller
than 10 um was ranging from 4.2 + 0.3 % to 19.7 + 0.2 %. The moisture content in the
powdered samples slightly increased from 1.64 % to 2.55 % (w/w) with the increase in
prednisolone content. Zeta potential values ranged from -9.3 = 0.6 mV to -15.1 + 1.4 mV. The
Hausner ratio was determined to compare the flow properties of the microspheres and it was
observed that the Hausner ratio decreased with increasing prednisolone content. It ranged
from 1.553 + 0.129 to 1.889 + 0.192. In the swelling process in SNF, microspheres with
higher prednisolone content showed reduced swelling capacity. Rheological characterization
of sodium hyaluronate, mannitol, and prednisolone solutions showed that the samples behave
as pseudoplastic systems. The addition of 0.1 % (w/w) prednisolone to a solution with 0.5 %

(w/w) sodium hyaluronate and 6 % (w/w) mannitol reduces the viscosity of the solution.
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SUMMARY

Nasal administration of corticosteroids is common in reducing symptoms of inflammatory diseases of the nasal mucosa
like rhinitis, rhinosinusitis and nasal polyps. Local application of corticosteroids reduces the risk of side effects, ensures
faster onset of action and precise dosing. Currently registered forms of nasal corticosteroids are solutions and suspensions
that exhibit short retention time at the site of action. The development of powder pharmaceutical forms ensures longer
retention and a higher concentration of the drug at the site of application.

The aim of this study was to prepare hyaluronate and mannitol-based microspheres with incorporated prednisolone
phosphate. The microspheres were prepared using the spray drying method. The influence of the prednisolone phosphate
content on the characteristics of the microspheres was examined by determining their physicochemical properties. The
rheological properties were also examined for solutions containing a variable concentration of sodium hyaluronate (0.05
%-0.05 %, w/w) along with a constant prednisolone (0.1 %, w/w) and mannitol (6 %, w/w) concentration.

Microspheres were successfully prepared by the spray drying method from the feed solutions containing a sodium
hyaluronate (0.05 %, w/w), mannitol (6 %, w/w), and prednisolone (0.05 to 0.15 %, w/w). The process yield decreased
with increasing prednisolone content from 54.96 % to 42.65 %. Drug entrapment efficiency ranged from 84.68 % to
98.79 %, while the microspheres drug loading varied from 0.69 % to 2.37 %. The fraction of particles smaller than 10 pm
was ranging from 4.2 + 0.3 % to 19.7 £ 0.2 %. The moisture content in the powdered samples slightly increased from
1.64 % to 2.55 % (w/w) with the increase in prednisolone content. Zeta potential values ranged from

-93+ 0.6 mV to -15.1 = 1.4 mV. The Hausner ratio was determined to compare the flow properties of the microspheres
and it was observed that the Hausner ratio decreased with increasing prednisolone content. It ranged from 1.553 + 0.129
to 1.889 + 0.192. In the swelling process in SNF, microspheres with higher prednisolone content showed reduced
swelling capacity. Rheological characterization of sodium hyaluronate, mannitol, and prednisolone solutions showed that
the samples behave as pseudoplastic systems. The addition of 0.1 % (w/w) prednisolone to a solution with 0.5 % (w/w)
sodium hyaluronate and 6 % (w/w) mannitol reduces the viscosity of the solution.
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