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1. UVOD

1.1. Potreba za dostavom visokih doza lijekova u pluca

Astma, infekcije diSnih puteva, kroni¢na opstruktivna bolest pluca i cisti¢na fibroza, kao i
mnoge druge, su pluéne bolesti, koje prema navodima svjetske zdravstvene organizacije,
uzrokuju Sestinu smrti u cijelom svijetu i razlog su za najmanje 6 milijuna hospitalizacija te
600 000 smrti u Europskoj uniji svake godine (Gibson i sur. 2013}

Za lijeCenje navedenih pluénih bolesti lijekovi se uglavnom primjeniuju inhalacijskim putem
osiguravajuéi postizanje visoke koncentracije u pluéima uz smanjenie sistemski dostupne
doze lijeka. Primjerice, inhalacijskom primjenom terapijska doza salbutamola iznosi samo

100-200 pg, dok je za isti terapijski uc¢inak nuzna oralna doza od 2-4 mg {Claus 1 sur. 2014 ).

kemijska i aerodinami¢na svojstva udahnutih cestica te patoloSke promjene u disnom: :
Tako razli¢ite opstrukcije nastale uslijed stezanja bronha i bronhiola smanjuju protok zraka
(smanjenost protoka ovisi o tezini bolesti i parametrima koji se mjere, najcesce su to Forsirani
ekspiratorni volumen( FEV ) i Forsirani vitalni kapacitet (FVC) tj- FEV1/FVC omjer ili 0.3
FVC) i time otezavaju dostavu udahnutih Cestica lijeka u alveole. Prepreke dostavi lijeka
takoder predstavljaju i nakupine viskoznog sloja sluzi, kao i bakterijski biofilm koji se razvija
kod nekih bolesti. Zbog svega toga postoji potreba za primjenom visokih doza lijekova u
pluca, koja se Cesto ne moze ostvariti primjenom konvencionalnih oblika lijekova za udisanje.
kao Sto su stlaceni inhalati i prasci inhalata. Kao §to je vidljivo na Slici 1., oni mogu dostaviti
relativno niske doze lijeka u pluéa (mikro ili miligramske doze u volumenu od 25-100uL).
Uspjesnu dostavu visokih doza lijeka u pluéa mogucée je ostvariti uporabom atomizatora, no
taj nacin lokalne primjene lijeka u pluéa je relativno dugotrajan te zahtijeva uporabu
specifi¢nih uredaja (kompresora) koji su ¢esto neprakti¢ni za primjenu. Novija istraZzivanja
pokazuju da se primjenom specifi¢nih poroznih cestica moze ostvariti ucinkovita dostava
visokih doza lijeka u pluca, §to je od velike vaznosti kod bolesti kao §to je cisti¢na fibroza,
nasljedne bolesti u Europskoj populaciji koja znacajno skracuje Zivotni vijek bolesnika, a
zahtijeva lokalnu primjenu visokih doza antibiotika u pluca radi eradikacije patogena koji se

razmnoZavaju uslijed simptoma bolesti.
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1.2. Patologija cisti¢ne fibroze

Cisti¢na fibroza(CF) je najceSca genetska bolest bijele populacije koja skracuje Zivoin:

~wijek (Klinger-Strobel i sur. 2015). Pogada jedno od 2500-3500 djece, a ocekivani zivoni
vijek se krece izmedu 37.3 i 41.4 godina.(Cystic Fibrosis Foundation 2014)
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Slika 2. Prikaz kronicne infekcije i upale bronha te probleme vezane uz
respiratornu terapiju biofilmova vezanih uz CF inhaliranim antibiotskin
Cesticama: 1) adhezija/penetracija kroz biofilm; 2) otpustanje lijeka ovisno o
pH, bakterijama ili vremenski programirano; 3) ucinkovita erac

bakterija i biofilma antibioticima




Smanjen transport kloridnih iona (defektan gen koji kodira za ionski kanal) te povecan unos
natrijevim ionskim kanalima rezultiraju abnormalno viskoznim mukoznim sekretima koji se
nakupljaju u pluéima. Promijenjen ionski sastav i povecana viskoznost sekreta smanjuju
mukocilijarni klirens i omogucuju bakterijsku kolonizaciju di$nih puteva (Klinger-Strobel i
sur. 2015). Posljedi¢no, epitelne stanice koje nemaju CFTR (CF transmembranski regulator
vodljivosti ) otpustaju proupalne citokine ukljucujuéi IL-1p, IL-6, IL-8 i TNF-a dok se razine
protuupalnih citokina kao §to je IL-10 smanjuju (Slika 2).

Smanjen mukocilijarni klirens vodi do kroni¢ne bakterijske infekcije i upale, a rezultira

bronhopulmonarnim o$te¢enjem koje dalje smanjuje mukocilijarni klirens i time zatvara krug
{Slika 3).
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Slika 3. Ciklus kronicnih infekcija kod cisticne fibroze
1.3. Terapija cisti¢ne fibroze

Buduéi da je kod CF prisutna kroni¢na bakterijska infekcija, priblizno 90% pacijenata

premine od posljedica oSte¢enja pluca uzrokovanih patogenima. Posljedi¢éno su antibiotici

temelj terapije cistiCne fibroze sprecavaju¢i kroni¢nu infekciju, uzrokovanu pretezno

bakterijom Pseudomonas Aeruginosa (uz S. Aureus i H. Influenzae), kao i nakuplianie

bakterija, smanjujuci stopu egzacerbacija te gubitak pluéne funkcije (Klinger-Strobel i sur.

kombinirani sa sistemski primjenjenim antibioticima, ali visoko rezistentni bic
mukoznom sekretu predstavljaju izazov za produljenu terapiju i konirolu

Pseudomonas aeruginosom (Klinger-Strobel i sur. 2015) (Slika 4}, LUvod




srednja vrijednost o¢ekivanog Zivotnog vijeka kod pacijenata se povisila na skoro 42 g. dok
pacijenti 1960ih veé¢inom nisu dozivjeli upis u osnovnu $kolu . Iako takva terapija produljuje
zivotni vijek CF pacijenata, ona favorizira razvoj bakterijske rezistencije koja predstavlja

problem u terapiji te prevenciji kros-kolonizacije (Klinger-Strobel i sur. 2015).
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Slika 4. Pregled karakteristika cisticne fibroze i primjenjivih antibiotika

Dostava visokih doza antibiotika u pluéa predstavlja tehnoloski problem, jer su doze za
otprilike 2-3 reda veli¢ine veée od doza visoko potentnih lijekova kao §to su npr. B-agonisti ili
kortikosteroidi (i ostali lijekovi za primjenu kod astme i KOPB) za koje su ti tehnoloski oblici

(pMDI i DPI) dizajnirani. Stoga se zasad za lokalnu primjenu veéinom koriste atomizatori,

koji imaju svoja ograni¢enja, koja ¢e biti navedena kasnije u ovom radu.




OBRAZLOZENJE TEME

Uslijed povecéane potrebe za dostavom visokih doza lijekova u pluéa zbog bolesti kao
S$to su cisti¢na fibroza, te zbog same promjene fizioloSkih karakterisitika pluca uslijed
bolesti, potrebno je razviti odgovarajuéi tehnoloski oblik lijeka. Osim toga potrebno je
osigurati jednostavnost primjene, vremenski kratkotrajno koristenie. te lokalno djelovanje
koje pruza visoku terapijsku uéinkovitost uz minimalizaciju sistemske toksi¢nosti. Od
razli¢itih terapijskih sustava koji se intenzivno razvijaju i istrazuju. Pulmosfere® se
namecu kao jedno od prihvatljivih rjeSenja. Zbog toga ¢ée cilj ovog rada biti pregledno

prikazati sve relevantne informacije o ovom ljekovitom obliku.

Ipak, do sada je malo komercijalno dostupnih formulacija za inhalacijsku primjenu
baziranih na tehnologiji ovoj tehnologiji. Stoga je sekundarni cilj ovog rada razmotrit

kako prednosti tako i ograni¢enja Pulmosfera kao nosaca lijekova.

Jednako se tako treba posvetiti eventualnim problemima u procesu formulacije/dostave
lijeka, ali i ograni¢enjima, fiziologiji i patofiziologiji samih pluca te mogucim rjeseniima

u svrhu Sirenja i optimiziranja terapijskih mogucnosti za pacijente sa cistiénom fibrozom 1

ostalim pluénim bolestima. Na kraju ¢e se naznaciti i buduéi smjerovi razvoja ovog

formulacije.




3. MATERIJALI I METODE

U izradi ovog teorijskog diplomskog rada koriSteni su razli¢iti preglednici znanstvene

literature kao $to su baze podataka (Pubmed, Science direct, Research gate) znanstvene i

stru¢ne knjige te mreZne stranice sa srodnom tematikom. Vise od 90% ovog diplomskog

rada temeljeno je na radovima objavljenima u znanstvenim ¢asopisima.
Metode rada bile su uglavnom pretraZivanje uz pomo¢ klju€nih rije¢i vezanih za odredeno

potpoglavlje ovog diplomskog rada.




4. RASPRAVA
4.1. Fizioloski i patofizioloski ¢imbenici koji utje€u na dostavu lijeka u plu¢a

U novije vrijeme plu¢a dobivaju sve veéi znacaj kada se govori o moguéim putevima
primjene lijeka, bilo da se radi o lokalnoj ili sistemskoj primjeni. Velika povrsina pluéa (50-
100m? povrSine barijere krv-alveoli (West 2013)), dobra epitelna permeabilnost i
prokrvljenost omoguéuju brzi pocetak djelovanja lijeka u odnosu na oralnu primjenu uz
istovremeno izbjegavanje metabolicke razgradnje lijeka tijekom prvog prolaska kroz jetru.

Zbog svih tih razloga se sve veéa paznja posvecuje razvoju formulacija za inhalacijsku

primjenu.

Prema Weibel-ovom modelu pluéa se
trachea . . . .
dijele na zonu provodenja (Slika 5, 1-16) i
respiratornu  zonu (17-23). U zoni
% bronchl den K ! d ok
2 provodenja, ukupnog volumena od oko
§ 150 mL nema alveola, pa se prema tome

3 bronchioles

niti ne vrsi izmjena plinova.(West 2013).

S druge strane u respiratornoj zoni dugoj

terminal bronchioles ~ Svega  nekoliko  milimetara,  vrSi

cjelokupna izmjenu plinova, a zauzima

w respiratory bronchioles:
% ukupan volumen od oko 2.5-3 L (West
T
(ﬂ% alveolar ducts 2013 )
alveolar sacs

Slika 5. Model disnih puteva

Povrsina di$nih puteva pokrivena je slojem hidrogela sastavljenog od luminalnog sloja sluzi
195% voda, 2% mucin, polymeri, soli, proteini i lipidi) i pericilijarnog sloja koji lezi ispod
sloja sluzi i niskom viskozno$éu potpomaze pomicanje cilija (Slika 6.) (Yang i sur. 2008).
Kooridinirano treperenje cilija i ekspiratorni protok zraka transportiraju sluz prema ustima
zbacujuéi prasinu, mikroorganizme i netopljive Cestice van plu¢a, mehanizmom poznatiji kao

ukocilijarni klirens. (Todoroff i Vanbever 2011) Brzina mukocilijarnog klirensa varira u

licitim dijelovima di$nog sustava, od 1 mm/min u malim perifernim dijelovima do 20

m/min u du$niku. Debljina mukoznog sloja smanjuje od dusnika (100um) preko bronhiola

-
Fi




(8um) do terminalnih bronhiola (3um), te on kao takav ne postoji u alveolarnoj regiji. Ovdje
je prisutan samo tanak sloj sastavljen od sloja pluénog surfaktanta i vodenaste faze (Slika 6.),
a funkciju klirensa preuzimaju alveolarni makrofagi. lako zauzimaju samo 1% pluéne
povrSine, sposobni su ucinkovito vrSiti klirens netopljivih Cestica zbog moguénosti

ameboidnog gibanja (Geiser i Kreyling 2010).

Extracellular barriers
’
Trachea
Mucus
Luminal mucus layer
Bronchi Periciliary layer
Bronchioles Alveolar lining fluid
Pulmonary surfactant
Alveoli
Aqueous subphase

Slika 6. Shematski prikaz grade plu¢a na stanicnoj i vanstani¢noj razini.

PatoloSka stanja, odnosno bolesti, mijenjaju fiziologiju pluéa, njihove anatomske
karakteristike te protok zraka, izravno utje€uéi na dostavu lijeka u pluéa (Wang i sur. 2014).
Mjesto odlaganja aerosola u diSnom sustavu je od kljuéne vaZnosti za lijekove koji se
primjenjuju udisanjem. Postoji viSe radova u kojima se obraduju osnovni mehanizmi
odlaganja aerosola u plu¢ima, veli¢ina Cestica za optimalno odlaganje te ¢imbenici koji utjecu
na ucinkovitost odlaganja (Patton i Byron 2007; Todoroff i Vanbever 2011). Mjesto odlaganja

je odredeno aerodinamskim promjerom cestica definiranim donjom jednadZbom:

0p Gdje je D.q geometrijski promjer Cestice, p, gustoca

D3e =D eq E} Cestice a y faktor oblika deriviran od sfere. y je jednak 1

za sferiCne Cestice, a povecava se sa nepravilno$éu

Cestica, iznosi primjerice 1.08 za kockaste Cestice, 1.14

za cilindri¢ne, a 1.88 za talk estice (Scheuch i Heyder 1990). U gornjim dijelovima di$nog
sustava (uklju€ujuéi dusnik i bronhe) gdje je brzina protoka zraka jo§ relativno velika, velike

Cestice (>5um) se odlazu inercijalnom impakcijom jer nisu u stanju pratiti promjene smjera

£




janja zraka zbog same anatomije pluca i ra¢vanja di$nih puteva. Manje Cestice (1-5um)
ekle mogu pratiti te promjene i odlazu se veéinom u bronhiolama gravitacijskom
imentacijom zbog male brzine strujanja zraka. U terminalnim bronhiolama i alveolarnoj
¢iji gdje je brzina zraka zanemariva, ¢estice manje od 0.5um se odlaZzu veé¢inom procesom
jje. U formulaciji inhalacijskih lijekova, naro€ito onih kod kojih je nuzno osigurati
tavu lijeka u alveole, uglavnom se koriste Cestice Cija je veli¢ina u rasponu 1-3um te one
je od 100 nm (Crampton i sur. 2004). Formulacije inhalacijskih lijekova sa Cesticama
100 nm se rijetko koriste jer je zahtjevno formulirati stabilan aerosol pri tim veli¢inama
estica (Traini i sur. 2007). Ipak, ultrafine Cestice, odnosno one manje od 100 nm, Cesto
tizu visok postotak odlaganja u alveolarnoj regiji ( do 50%), a efikasnost odlaganja se
sovecava sa smanjenjem veliCine Cestica (Traini i sur. 2007).
Jsim veli¢ine Cestica, na mjesto odlaganja utjeCe i anatomija diSnih puteva, frekvencija
anja, protok i volumen udahnutog zraka (Byron i Patton 1994).
odleski grupa je provela seriju ispitivanja kako razlicite pluéne bolesti mijenjaju odlaganie

erosolnih Cestica u Zivotinjskim modelima (Wang i sur. 2014). Pri tome su koristene

topljive estice oznagene radioaktivnim tehnecijem ( *™Tc), a autoradiografijom se pratilo

dlaganje aerosolnih Cestica. Kao $to se vidi na Slici 7., raspodjela Cestica je bitno
promijenjena u oboljelim plué¢ima, bilo zbog suzenja diSnih puteva kod bolesti kao §to su
LOPB ili astma, ili zbog zadebljalog sloja viskoznog biofilma uslijed npr. cisti¢ne fibroze.
Alveolarno odlaganje je smanjeno u oboljelim dijelovima pluéa u usporedbi sa zdravim

cijentima, a taj ucinak je proporcionalan teZini oboljenja. Pri tome dolazi do znacajnijeg
odlaganja lijeka na mjestu opstrukcije. Moguéi razlozi za takvo odlaganje Cestica aerosola su
povecano zadrZavanje u gornjim diSnim putovima zbog smanjenja promjera diSnih putova
uslijed suzZenja ili prisustva zadebljalog sloja sluzi, neujednacena brzina protoka zraka kao i

povecana turbulencija na mjestu opstrukcije koja povecava moguénost nakupljanja Cestica
tWang i sur. 2014).
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Slika 7. Utjecaj plucnih bolesti na odlaganje i apsorpciju cCestica aerosola

Apsorpcija Cestica aerosola, nakon odlaganja i stupanja u direktan kontakt sa epitelnom
pokrovnom tekucinom, ovisi o debljini i sastavu te tekuéine koji variraju u razli¢itim regijama
respiratornog trakta. Osim toga apsorpcija lijeka ovisi o mjestu odlaganja, topljivosti Cestica i
primijenjenoj dozi. Ukoliko je lijek dobro topljiv u vodi (npr. inzulin, kalcitonin, tobramicin,
dinatrij kromoglikat) otopit ¢e se u pokrovnoj tekudini i postati dostupan za apsorpciju ili
klirens (Zhang i sur. 2011). Pri tome, farmakokinetika praskastih inhalata je sliéna onima u
teku¢em obliku (Tolman i Williams 2010). Dokazano je da otapanje lijeka nije limitirajuci
korak za inhalacijske lijekove koji su dobro topljivi u vodi. Za slabo topljive lijekove (npr.
budezonid, mometazon, flutikazon) primijenjena doza moZe premasiti topljivost u
ograni¢enom volumenu pokrovne tekucine (10-30 mL kod zdravog covjeka). Zbog 1o
brzina apsorpcije ograni¢ena koli¢inom otopljenog lijeka, te je stoga od kljucne
primjenom odgovarajucih formulacija poboljsati topljivost tih lijekova (Dugas i

Sinswat i sur. 2008).




otapanja brzina apsorpcije lijeka ovisi o hidrofilnosti molekula. Za male hidrofilne

%
T

¢ apsorpcija je relativno brza s poluvremenom od otprilike 1h; za male hidrofobne

-xule apsorpcija je izrazito brza s poluvremenom od 1-2 min. Za vece molekule situacija

ompleksnija. Mali peptidi 1 proteini se mogu brzo apsorbirati ali se pritom i
boliziraju. Veliki proteini su otporniji na metabolizan ali se stoga sporije apsorbiraju i
tupnost im je varijabilna (Wang i1 sur. 2014). Ukoliko se Cestice aerosola ne otope
=zh u pokrovnoj tekuéini postoji moguénost da se transportiraju uzduz di$nog sustava. U
em dijelu, gdje se nalazi deblji sloj mukusa koji sluzi kao barijera, Cestice mogu zapeti u
oznom mukusu i tada podlijeZu mukocilijarnom klirensu. U alveolarnoj regiji tanak sloj
rovne tekuéine pruza slab otpor transportu Cestica te je stoga apsorpcija najveca upravo u
podrucju. Apsorpcija dakle ovisi o0 mjestu odlaganja aerosola, a mjesto odlaganja se
nja uslijed pluénih bolesti; posljedi¢no je i proces apsorpcije uvelike pod utjecajem
uénih bolesti. Za opstruktivne pluéne bolesti kao S§to su astma i KOPB, apsorpcija
liranih lijekova se mijenja zbog povecanog odlaganja lijeka u gornjim di$nim putevima.
razivanje provedeno na dugodjelujué¢im [, agonistima (Diderichsen i sur. 2013) pokazuje
smanjenje maksimalne koncentracije (Ciax) za 52% kod astmaticara i 31% kod pacijenata sa
X OPB-om u usporedbi sa zdravim dobrovoljcima.
ukocilijarni klirens je pretezno obrambeni mehanizam u gornjem dijelu diSnog sustava
{Slika 5., 1-16). Sluz lu¢e mukozne Zlijezde u bronhima i vréaste stanice epitela. Dok se u
dravog pojedinca proizvede otprilike 10-20 mL dnevno, u pacijenta s pluénom boles¢u kao
sto je npr. kroni¢ni bronhitis, koli¢ina producirane sluzi je i do 10 puta veéa. Ispod mukoznog
sloja nalaze se milijuni cilija koji koordiniranim gibanjem transportiraju netopljive Cestice
prema gornjim diSnim putevima i Zdrijelu gdje na kraju bivaju progutane. Ve¢ je ranije
spomenuto da brzina klirensa varira u razli¢itim dijelovima disnog sustava. Cestice veée od 6
um u promjeru pretezito bivaju izbacene mukocilijarnim klirensom, dok manje ¢estice prodiru
kroz mukozni sloj i epitelne stanice. Jednom kada se nadu u mukoznom sloju, brzina klirensa
Cestica ne ovisi niti o veli¢ini, obliku ili naboju, te su te netopljive Cestice generalno izbacene
iz diSnog sustava u roku 24h (Zhang i sur. 2011).
Prema istraZivanjima viSe timova ( Daviskas i sur. 2005., Del Donno i sur. 2000., Foster i sur.
1982.), brzina mukocilijarnog klirensa kod pacijenata s astmom je uvelike smanjena. To se
tumaci kombinacijom ucinaka upalnih medijatora, promjene funkcije i strukture cilija te
hipersekrecije sluzi tokom egzacerbacija ili ¢ak stabilne astme. Smanjene klirensa je takoder
primjec¢eno i kod pacijenata sa KOPB-om zbog hipersekrecije sluzi od otprilike 100 mL

dnevno i poveéanja njegove viskoznosti zbog promjene u sastavu glikoproteina koji odreduju
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koznost mukusa. Smanjen klirens mozZe dovesti i do pojave rekurentnih bakterijskih

fekcija, pojave koja se veze jo§ i uz cistinu fibrozu, kod koje je takoder smanjen

mukocilijarni klirens(Wang i sur. 2014).
. Pulmosfere

Pulmosfere su male porozne Cestice nacinjene od fosfolipida primjenom tehnike susenja
_rasprSivanjem, a sluZze kao platforma za pulmonarnu primjenu lijekova. Njihova primjena
oznacila je prekretnicu u terapiji kroni¢ne infekcije P. aeruginozom u bolesnika s cisticnom
fibrozom, a vodeée farmaceutske kompanije primjenjuju danas tu tehnologiju u razvoju

suvremenih lijekova za udisanje.
4.2.1. Fizikalno-kemijska svojstva Pulmosfera

Pulmosfere kao formulaciju karakteriziraju male porozne cestice spuzvaste
morfologije (Slika 8.) nacinjene od dvije vrste materijala prirodno prisutnih u plu¢ima. To su
distearoilfosfatidilkolin (DSPC prema eng. distearoylphosphatidylcholine) i kalcijev klorid, u
molarnom omjeru 2:1 (Shoemaker i sur. 2014). Promjer im varira izmedu 11 5 pm, a gustoca
izmedu 0.01 i 0.5 g/cm®. Predklinicka ispitivanja na S$takorima i psima su pokazala da
Sestomjesecna primjena DSPC i CaCl; u omjeru 2:1 ne uzrokuju nikakve nuspojave, ¢ak ni

prilikom primjene visokih doza (28 mg/kg) inhalacijom.
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Slika 8. SEM fotografije Pulmosfera s razlicitim djelatnim tvarima:

A) tobramicin, B) gentamicin, C) heparina male molekulske mase, D) leuprolid.

E) budezonid, F) ciprofloksacin betain, G) amfotericin B, Hj
formoterol/glikopirolat/mometazona, pri ¢emu Pulmosfere djeluju kao nosac

sitnih Cestica.




Pomocéne tvari

Glavni materijali (pomo¢ne tvari i tvari koje se dodaju u proizvodnom procesu) koji se
ste pri formulaciji Pulmosfera, kao i njihova uloga u procesu proizvodnje i kona¢nom

juktu su navedeni u Tablici 4.1.

Uloga u emulziji Uloga u Cestici

Formira

strukturu
B Ve
povrsine(povecava povrsine
elektrostatsko
odbijanje kapljica

emulzije

Kontinuirana faza /

Dispergirana faza

Tablica 1. Glavni materijali koriSteni u proizvodnji (DSPC-
distearoilfosfatidilkolin, PFOB-perfluorooktilbromid)

Fosftatidilkolini, poznati i pod nazivom lecitini, su prirodne sastavnice stani¢nih membrana i
primarni lipidni konstituent pluénog surfaktanta spomenutog ranije. Podrijetlom iz prirodnih
_izvora ili proizvedeni sintetski, prisutni su u nekoliko odobrenih proizvoda ukljuéujuci

egzogene pluéne surfaktante (Survanta®, Abbott Laboratories [IL,USA]), i stlacene inhalate

{pMDI) (npr. Atrovent® and Combivent®, Boehringer Ingelheim [Ingelheim, Germany]),

gdje sluze kao stabilizatori.

Kalcij klorid je pak normalna sastavnica fizioloskih tekuéina ( koncentracija u npr. epitelnoj
pokrovnoj tekuéini, takoder spomenutoj ranije, iznosi 2.8-3.4 mM). Koncentracija kalcijevih

iona su u tijelu precizno regulirane zbog njeove vaznosti u stani¢noj i neuromuskulatornoj

funkciji. Osim u formulacijama Pulmosfera, kao odobren ekscipijens se nalazi i u
nebuliziranoj DNAzi (Pulmozyme®, Genentech [CA, USA)).

Perfluorooktilbromid (PFOB) ¢ini dispergiranu uljnu fazu u emulziji koja se zatim susi
rasprSivanjem. Zbog klinickog razvoja kao kontrastnog sredstva i nositelja umjetnog kisika,

postoji velika koli¢ina dostupnih podataka o sigurnosti primjene te dozama primjenjivanim
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« pacijenata. Maksimalna dnevna doza prema smjernicama postavljenima od International
rence on Harmonization of Tehnical Requirements iznosi 1g dnevno. To je nekoliko
va veliine viSe od doza ovog bromiranog perfluorougljika koje se dostave primjenom
mosfera. Glavnina PFOB se uklanja iz formulacije tijekom procesa suSenja rasprsivanjem,

1 gotovom proizvodu su ostatne koncentracije manje od 0.5 %.
=im ovih, uz naravno vodu za injekcije, dodatni ekcipijensi se mogu uklopiti u estice
“ulmosfera, ukljuc¢yjuéi pufere, soli i razli¢ite polimere, kao npr. hidroksietilskrob s ciljem

1:anjenja brzine njihovog klirensa iz pluéa) (Dellamary i sur. 2004).
£2.3. Tehnologija pripreme Pulmosfera

Pulmosfere se proizvode procesom suSenja rasprSivanjem, pri ¢emu se pripremljena

sperzija atomizira u sitne kapljice i su$i zagrijanim plinom, pri ¢emu nastaje praskasti

rodukt (Slika 10.)

Formulation . - k Collection
Stage I ~ Solution , - Cyclone

~ Suspension - Bag filter

Water loss and particle —~ Emulsion

formation

Slika 9. Proizvodnja Pulmosfera procesom suSenja rasprsivanjem emulzije

Postupak pripreme pulmosfera ukljucuje Ccetiri faze. Zapocinje pripremom
emulzije koja se atomizira u sitne kapljice koje se suse u struji zagrijanog plina
pri ¢emu dolazi do nastajanja Ccvrstih Cestica koje sakupljaju u vrtloZnom

separatoru.




Prva faza u pripremi Pulmosfera je priprema emulzije submikronske veli¢ine pomocu
visokotlacne homogenizacije, pri ¢emu je uljna faza perfuorooktilbromid (Slika 10. (A) ).
Kapljice uljne faze se stabiliziraju monoslojem dugolancanih fosfolipida (DSPC), a
osiguravaju formiranje pora u ¢esticama tijekom procesa susenja rasprsivanjem i zasluzne su
za njihovu poroznu spuzvastu morfologiju. Klju¢ni parametri koji odreduju morfologiju i
distribuciju ¢vrstih sastavnica unutar Cestica dobivenih suSenjem rasprSivanjem su vrijeme
potrebno da se kapljica osusi konvekcijom (1) i vrijeme potrebno da bi otopljena ili
dispergirana komponenta difundirala od ruba atomizirane kapljice do njenog sredista (tg).
(Tsapis i sur. 2002) Omjer ova dva vremena daje bezdimenzijski broj masenog transporta

nazvan Pecletov broj (Pe):

2
PC _ Td _ Rdrop
7. 7T.D

gdje je Raop polumjer atomizirane kapljice, a D difuzijski koeficijent otopljenih ili
dispergiranih Cestica u tekué¢oj masi. U slucaju da je suSenje atomiziranih €estica dovoljno
sporo ( Pe << 1), komponente unutar atomizirane kapljice imaju dovoljno vremena za difuziju
kroz atomiziranu kapljicu koja se susi u struji zagrijanog plina. Krajnji rezultat je relativno
_gusta, homogena Cestica, a gustofa tako nastale Cestice je priblizno jednaka gustoci
 sastavnica. U drugom slucaju, ukoliko je suSenje atomiziranih &estica izrazito brzo (Pe >>1) i
 komponente nemaju dovoljno vremena difundirati kroz atomiziranu kapljicu, sporo-
ifundiraju¢e komponente ¢e se ukoncentrirati na povrsini u obliku kore koja obuvacéa jezgru i
statak otopine (Slika 10. C). Zbog relativno velikih dimenzija, kapljice emulzije difundiraju
»rlo sporo i1 nakupljaju se na povrs$ini atomizirane ¢estice. Naposljetku ¢e i ostatak vodene kao
: uljna faza viSeg vrelista ispariti kroz koru, ostavljaju¢i iza sebe pore na mjestima gdje su bile
apljice emulzije. U takvom slucaju nastaje Cestica niske gustoée i visoke poroznosti. Sporo-
fundirajuée komponente ukoncentrirane u kori su npr. DSPC i CaCl,. Takva nastala
1S$ina je hidrofobna zbog velike koncentracije diacil fosfolipida, te pridonosi smanjenju
shezivnih sila izmedu Cestica prasaka Pulmosfera, te time omoguéuju odli¢na svojstva
nja i rasprSenje nastalog praska.
ilikom izrade, djelatna ljekovita tvar se moze uklopiti u formulaciju u obliku otopine, kao
enzija ili se pulmosfere mogu koristiti kao nosaci sitnijih Cestica, sli¢no kao $to je slucaj s

cama laktoze kod prasaka za udisanje (PDI). Nacin uklapanja lijeka o mnogo ¢imbenika
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ukljucujuéi fizikalno-kemijske karakteristike djelatne tvari, njenu stabilnost u emulziji za
rasprSivanje te Zeljenom fizikalno-kemijskom obliku lijeka u gotovom produktu. Pomoéne

tvari i tehnologija izrade, kao i porozna morfologija Cestica ostaju iste u sva tri siucaja

8.). Konacan je sastav formulacije odreden nominalnom dozom ljekovite tvari. Za formul

koje sadrzavaju potentne djelatne tvari udio pomo¢nih tvari moze iznositi i vise od 99
masenog udjela, dok za manje potentne lijekove koje zahtijevaju ve¢u nominalnu dozu udio
ekscpijensa moze biti puno manji, do oko 5 % masenog udjela u konac¢nom produktu (Weers i
Tarara 2014).

Kod izrade Pulmosfera s lijekovima koji su dobre topljivosti u vodi, djelatna tvar se otapa u

kontinuiranoj fazi U/V emulzije (Bot i sur. 2000; Newhouse i sur. 2003; Dellamary i sur.

2004). Izuzetno kratak proces susenja u trajanju od nekoliko milisekundi rezultira nastajanjem
amorfnog oblika lijeka (Slika 8. A-D). Otopljene djelatne tvari imaju i malu Pe vrijednost (
Pecletov broj) te su jednoli¢no rasporedene u atomiziranoj kapljici i Cesticama nastalim
suSenjem rasprSivanjem. Svojstva tako nastalih cestica, kao $to su veliina, gustoca,
specifi€na povrsina i poroznost, mogu se mijenjati varijacijom volumnog udjela uljne faze u
emulziji za rasprSivanje, s time da se i veliina pora ¢sticama moze donekle kontrolirati

prilagodavanjem veli¢ine kapljica disperzne faze u emulziji, kao $to je prikazano na slucaju

Cestica koje sadrze 50 % gentamicin sulfata . (Tablica 2. i Slika 4.11.) (Weers i Tarara 2014)

bt TEM VWD surfaceares  p,, Porosty
o m) (m¥g) - (glem?) (%)

0 3.0 2.0 1.24 19

0.1 34 257 0.35 723

0.3 5.8 724 0.17 866

0.5 7.3 56.9 0.05 380

Particle cross-sections were ihvaged with TEM, while particle morphologies were imaged with SEM. The VMD was obtained via laser ditfraction

due’ VOlume fraction of perfluoroocty! bromide; p,, . Tapped density; SEM: Scanning electron microscopy: TEM: Transmissien electron mcrosiopy, VMO: Volume

weight mean diameter.

Adapted with permission from {3} # Virginia Commonvealth University (2000).

Tablica 2. Utjecaj volumnog udjela uljne faze na morfologiju cestica koje

sadrze 50% gentamicin sulfata.




Kada se otopina gentamicin sulfata susi rasprSivanjem bez dispergiranih kapljica emulzije ( ¢
ulja=0, gdje je ¢ volumni udio ulja u disperziji za rasprsivanje), nastale Cestice imaju glatku
povrsinu uz gustocu otprilike jednaku gusto¢i mjerenoj piknometrom (p=1.264 g/cm?; Tablica
4.2.), §to ukazuje da tijekom procesa suSenja nije doSlo do nastajanja pora u strukturi.
Uvodenjem ulja u disperziju za rasprsivanje, uslijed slabe difuzibilnosti uljnih kapljica nastaju
porozne Cestice, a poroznost ¢e biti proporcionalna udjelu uljne faze u emulziji. Poveéanjem
volumnog udjela uljne faze rezultira u poveéanju ukupnog broja kapljica emulzije te
naposljetku , formiranja vecih Cestica sa veCom prozno$¢éu tokom procesa suSenja. Tako se
moduliranjem volumne frakcije PFOB-a (perfluorooktilbromida), koji ovdje sluzi kao uljna
faza, mogu kontrolirati fizikalno-kemijske karakteristike cestica nastalih suSenjem
rasprSivanjem. Utjecaj veli¢ine kapljica disperzne faze emulzije na morfologiju cCestica je
prikazan na Slici 10. Veli¢ina kapljica disperzne faze emulzije moZe se kontrolirati
promjenom omjera PFOB/DSPC-a u emulziji (npr. 120 nm (PFOB/DSPC=10), 170 nm
(PFOB/DSPC=20), 260 nm (PFOB/DSPC=40) i 860 nm (PFOB/DSPC=80). Vece kapljice
emulzije rezultiraju veéim porama, iako i karakteristike djelatne tvari kao i uvjeti suSenja

rasprSivanjem utjecu na veli¢inu pora Cestica.

Slika 10. Utjecaj varijacije PFOB/DSPC omjera na morfologiju cestica
Pulmosfera s gentamicin sulfatom (50 % w/w)

A) PFOB/DSPC=10; B) PFOB/DSPC=20; C) PFOB/DSPC=48;
PFOB/DSPC=80




Ukoliko lijek nije topljiv u vodi, moze se uklopiti u Pulmosfere suspendiranjem finih ¢estica
lijeka u kontinuiranoj fazi U/V emulzije za rasprsivanje. Prilikom susenja dispergirane Cestice
lijeka se oblaZzu poroznim slojem pomocénih tvari kori§tenim u procesu ( Slika 9. E-G). U
finalnom produktu cestice lijeka mogu biti kristalini¢ne ili amorfne. Da bi se osiguralo
ucinkovito oblaganje djelatne tvari ekscipijensima, poZeljno je da srednji promjer
dispergiranih Cestica djelatne tvari bude 2.0 um ili manji, a da 90% cestica bude manje od
priblizno Spum.

Kljuan stvar kod ovog procesa je odrzati nepromijenjene kristalni oblik lijeka tijekom
suSenja rasprSivanjem. Ukoliko dode do otapanja lijeka u tekucoj fazi, nakon suSenja
rasprSivacem c¢e kristalini¢na djelatna tvar biti prevedena u amorfnu. Otopljena frakcija za

odredenu djelatnu tvar u emulziji za rasprSivanje se moZze izracunati iz sljedece jednadzbe:

Dissolved (%) = IOO(S(ACI:") (S‘f‘g%)(l ‘)CbPFOB)
solids nom

gdje je Sap topljivost API-ja u emulziji (mg/mL), mg, masa punjenja, ¢prog volumni udio
PFOB(v/v), C(solids) koncentracija ¢vrstih ¢estica u emulziji za rasprsivanje (mg/mL) a Dpom
nominalna doza (mg). Za potentne lijekove (Dpom < 100ug) otapanje mozZe predstavljati
problem cak i ukoliko je topljivost reda veli¢ine 0.1 mg/mL [60].

Otapanje djelatne tvari se moze ograni€iti promjenom sastava formulacije, kao i kontrolom
procesa proizvodnje. Topljivost se mozZe modificirati koriStenjem drugog oblika soli.
kontrolom ionizacije promjenom pH ili dodatkom zajedni¢kog iona. Primjerice.
ciprofloksacinu se topljivost sa 3.6 mg/mL smanjuje na 0.07 mg/mL poveéanjem pH
vrijednosti sustava sa 4.3 na 7.5, odnosno prijelazom iz oblika hidrokloridne soli u
zwitterionski oblik. Sliéno, dodavanjem zajedni¢kog iona natrijevog maleata suspenziji
bronhodilatatora indakaterol maleata smanjuje se topljivost indakaterola sa 0.2 na 0.003
mg/mL(Weers i Tarara 2014).

Procesni parametri koji mogu ograniciti otapanje djelatne tvari su sniZzenje temperature smjese

za rasprsivanje kako bi se ogranicila njegova topljivost, kao i suSenje rasprSivanjem pri ve:

udjelu Cvrstih Cestica (Csolig). Noviji nacini ukljucuju i tzv. ,,spray-blending®. gdje se ¢est

formulirane pri visokom udjelu lijeka (da bi se ogranicilo otapanje) sljepljuju (eng.bi:

placebo Cesticama u jednom tehnoloskom procesu. U tu svrhu potrebno je koristiti w

specifiénom sapnicom za rasprSivanje (Weers i Tarara 2014).




sto je ranije navedeno, Pulmosfere se mogu koristiti i kao nosaci za mikronizirane Cestice
a (Slika 9. H). Pri tome dolazi do adsorpcije sitnijih Cestica lijeka na vece porozne Cestice
osfera. Potrebno je osigurati ¢vrstu adheziju mikroniziranog lijeka na sitne porozne
ice Pulmosfera. Veza mora biti dovoljno ¢vrsta da se takav lijek ne odvoji od estica
¢a prilikom inhalacije, nego da pacijent udahne aglomerate mikroniziranih Cestica lijeka i
h poroznih Cestica nosaca. U tom slucaju, fizikalno kemijska svojstva djelatne tvari. i
gov sadrZaj u pripravku postaju manje znacajni, za razliku od i sastav praska postaju
nje bitni, agregata mikroniziranih estica lijeka i laktoze, gdje su i adhezivne sile izmedu
a i laktoze kao nosaca te kohezivne sile izmedu mikroniziranih estica lijeka iznimno
e za osobine nastalog praska i za njegovu uspje$nu dostavu u pluca (Begat i sur. 2004).
srmulacije Pulmosfera kao nosaca izraduju se u dva koraka. Privi korak je priprema
: Imosfera standardnim postupkom koji je ranije opisan. U sljede¢em koraku se priprema
suspenzija Pulmosfera i mikroniziranog lijeka u tekuéem mediju u kojem se ne mogu
zopiti. U tu svrhu se cesto koriste hidrofluoroalkanski propelenti kao 3to je
rflorooktilbromid. Ako se Zeli prirediti pripravak tipa praSaka inhalata, otapalo se uklanja
ekom procesa suSenja, a kod stlacenih inhalata, otapalo isparava tijekom primjene lijeka.
Uvakvim nacinom primjene moguce je iz proizvodnog procesa u potpunosti iskljuciti vodu,
ne on postaje prikladan za lijekove koji su kemijski nestabilni u vodenom mediju. Uporaba
Imosfera kao nosata omoguéuje formulaciju lijekova ¢ije soli hidroliziraju ili
proporcioniraju u vodi, kao i formulaciju sa kristalini¢nim ljekovitim tvarima topljivim u
vodi, bez rizika od prijelaza u amorfnu krutinu tijekom procesa suSenja rasprSivanjem. (Weers
Tarara 2014).

akom od navedenih tehnologija moguce je prirediti i fiksne kombinacije lijekova, a
mbenici kao $to su doza, fizikalno-kemijske osobine ljekovitih tvari i njihove potencijalne

_interakcije ili interakcije lijeka s pomo¢nim tvarima utje¢u na odabir tehnoloskog procesa za

_pripremu Pulmosfera. Slika 11. prikazuje razli¢ite mogu¢nosti za formulaciju fiksnih

kombinacija lijekova primjenom tehnologije Pulmosfera. U prvoj opciji dvije aktivne tvari se

suse rasprSivanjem iz iste emulzije, bilo da su djelatne tvari otopljene ili suspendirane u

xontinuiranoj fazi emulzije. Tehnologija bazirana na Pulmosferama omogucuje i uklapanje

_vodotopljivih (glikopirolat) i u vodi netopljivih (indakaterol) djelatnih tvari unutar iste

emulzije za rasprSivanje. Druga opcija predstavlja smjesu cestica od kojih svaka ima

uklopljenu razliCitu vrstu lijeka, koje dalje mogu biti podvrgnute spray-blending procesu, dok

_utreéem slucaju vise aktivnih tvari adherira na Pulmosfere u funkciji nosaca.




Slika 11. Primjer formuliranja fiksnih kombinacija lijekova koristenjem

Pulmosfera (D su djelatne tvari, E predstavlja ekscipijense)

.Farmaceutski oblici Pulmosfera

Standardni farmaceutski oblici za primjenu lijeka u pluéa ukljuCuju praske inhalata
Pl eng. Dry Powder Inhalers), stladene inhalate (pMDI, eng. pressurized Metered Dose

alers) i atomizatore (eng. nebulizers).

fageni inhalati su u uporabi od 1950. godine, sadrze lijek otopljen (rijetko) ili suspendiran u
<uéem propelentu, sa ili bez pomoc¢nih tvari te stlacen u spremniku s odmjernim ventilom.
redena doza se oslobada iz spremnika aktiviranjem ventila, formulacija povecava volumen
lazom kroz ventil te se stvara disperzija plina i tekucine. Stvaranje sitnih kapljica je
moguceno velikom brzinom prolaska plina. Kao propelenti najéeSée koristeni
rofluorougljici, koji su u spremniku pod visokim tlakom u obliku tekucine, dobra su
tapala za tenzide te stabiliziraju suspenziju i djeluju kao lubrikanti ventila, te
drofluorougljici, koji su slabija otapala, ali pridonose odlganju lijeka u pluca (iako ekoloski
+eprihvatljivi). Prednosti pMDI sustava je da su prenosivi, visedozirni (do &ak 200 doza) te je
oziranje reproducibilno, inertni su i zatvoreni sustavi (zastita od oksidacije i mikrobioloske
kontaminacije), i ekonomski su prihvatljiva opcija. Nedostatci ukljuuju zaostajanje lijeka u
_ gornjim di$nim putevima (samo 10 do 20 % nominalne doze zavrsi u plu¢ima ), maksimalne
_doze su Smg te je time izbor lijeka ogranicen, zahtijeva koordinaciju pokreta i zadrzavanje
_daha bolesnika ( iako se to moze rijesiti dodavanjem komore (eng. spacer) ili dahom

* aktiviranih inhalatora.

PraSak inhalata se udiSe kao oblak sitnih Cestica, oblikovan je bez propelenta i od pomoénih

stvari sadrZi samo nosa¢ (najce$ce laktozu ). Aktiviraju se udahom bolesnika i omogucéuju
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dostavu veéih doza lijekova od pMDI. Nedostatci ukljucuju osjetljivost na vlagu, visoku
cijenu, manju ucinkovitost dostave lijeka u pluéa (doze lijekova koje se primjenjuju su stoga
dvostruko veée od pMDI) te ta u€inkovitost ovisi i 0 udisajnoj sposobnosti pacijenta. Ovakvi
prasci imaju i loSa svojstva teCenja zbog statickog naboja te kohezivnih i adhezivnih sila
medu Cesticama. Laktoza kao naj¢e$éi nosac, iako sigurna za primjenu te jeftina i stabilna,
nije kompatibilna s aminima (formoterol, budezonid, proteini) zbog nastanka Maillardove
reakcije.

Atomizator kao sustav dostave omogucuje dostave velike koli¢ine lijeka u obliku otopine ili
suspenzije, sustav je izbora za lijekove koji se ne mogu formulirati u obliku MDI i PDI te za
njega nije potrebna tehnika disanja buduéi da se primjenjuje preko maske koja se namjesti
preko usta i nosa. Tako je prikladan za primjenu kod djece i starijih pacijenata. Postoji vise
vrsta atomizatora te prilikom odabira treba paziti na svojstva djelatne tvari i kako vrsta
atomizatora utjeCe na dostavu API-ja. Obi¢no je zajedni¢ko atomizatorima da su znacajna
variranja u veli¢ini Cestica i dostavljenoj dozi lijeka. Takoder treaba paziti na termolabilnost
tvari (ultrazvucni atomizatori zagrijavaju smjesu za 10-15 stupnjeva), isparavanja otapala
(atomizatori s mlaznicom) te time ukoncentriravanje lijeka te hladenje otopine lijeka na 10-15
stupnjeva ¢ime se moze izazvati bronhokonstrikcija kod pacijenata s astmom, kao i mijenjati
povrsinska napetost i viskoznost pripravka. Takoder moze uzrokovati taloZenje lijekova niske

topljivosti.

Pulmosfere kao terapijski sustav moze se primjenjivati kao stlaceni inhalat te kao prasak
inhalata. Pulmosfere stvaraju stabilne suspenzije u hidrofluoroalkanskim propelentima . $te
osigurava ujednacenost emitiranih doza tijekom uporabe, kao §to je pokazano na slutaiu

albuterolsulfata (Slika 12.)
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Slika 12. Usporedba stabilnosti suspenzije albuterolsulfata u HFA-134a kod
konvencionalne formulacije i formulacije bazirane na Pulmosferama (A), kao i

utjecaj na ujednacenost emitirane doze lijeka tijekom ciklusa uporabe pripravka

(B).

Pulmosfere se takoder mogu oblikovati i kao prasak inhalata. Pri tome su kohezivne sile

amedu Sestica znacajno niZe u odnosu na one kod mikroniziranih praSaka, Sto pridonosi
"’7§uidizaciji i disperziji praSaka, povecavajuci selektivnost dostave lijeka u pluéa kao i
ednacenost doziranja. Upravo ta svestranost Pulmosfera kao tehnoloSke platforme
_omogucuju da se tip formulacije (MDI ili PDI) prilagodi potrebama ciljane skupine bolesnika,

_troskovima terapije i sl.
4.2.5. Prednosti Pulmosfera kao platforme za primjenu lijeka u plué¢a
Ono $§to ¢ini razvoj lijekova primjenu u diSne putove izrazito zahtjevnom je

raznolikost djelatnih tvari i1 njithovih fizikalno kemijskih svojstava te zahtjevi za dostavu u

pluca koji se namecu. Hidrofilne ili hidrofobne, male ili velike molekulske mase, topljive iii

g
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ztopljive, lokalna dostava ili sistemska primjena, raspon doza od 100 ng do preko 100 mg.
kriti sve kombinacije ovih svojstava te omoguditi formiranje inhalacijskog oblika lijeka je
zito tehnoloski zahtjevno. Pulmosfere su u svom rasponu formata i sustava dostave lijeka
nego dorasle potrebama te predstavljaju pravu platformu za dostavu lijekova u pluéa.
)vom tehnologijom postoji mogucénost formuliranja skoro pa bilo koje djelatne tvari,
20visno o njenoj fizikalnom obliku ili fizikalno kemijskim karakteristikama. Do sada vi$e od
80 razli¢itih djelatnih tvari je uklopljeno u Pulmosfere, uklju¢uju¢i 18 malih molekula i 8
makromolekula za terapiju infekcija, 20 lijekova za terapiju astme/KOPBa, kao i jo§ 15 za
terapiju razlicitih lokalnih ili sistemskih bolesti. Generalno dostavljena doza premasuje 80%

tominalne, uz relativnu standardnu devijaciju manju od 4 %, a otprilike 40-70 % nominalne

doze je dostavljeno u pluéa (Weers i sur. 2007; Weers i Tarara 2014). Razli¢ite formulacije

Pulmosfera ispitane su u vise od 30 klini¢kih studija na preko 2000 bolesnika s razli¢itim
bolestima, ¢ime je potvrdena sigurnost upotrebe Pulmosfera, a neke formulacije su u kasnijim
fazama klinickih ispitivanja.

Posebno valja naglasiti da Pulmosfere omogucuju pulmonarnu primjenu Sirokog raspona doza
lijekova. Uporabom prijenosnog inhalatora moguce je primijeniti doze lijekova izmedu 600
ng do preko 100 mg, §to je raspon od skoro Sest redova veli¢ine. Upravo primjena Pulmosfera
omogucuyje da se uporabom prijenosnih inhalatora ostvari pulmonarna primjena doza vecih od
100 mg, Sto otvara nove terapijske moguénosti. Jedna od njih je uklapanje antibiotika u
prijenosne inhalere, ¢ime time se drasticno umanjuje vrijeme terapije i pojednostavljuje
terapija. U kombinaciji sa PLV-om raspon doza se i dalje $iri, te se mogu dostaviti doze i do
100g pacijentima intubiranim endotrahealnom tubom. To bi omoguéilo efikasno lijecenje
pacijenata sa npr. teSkom pneuomonijom.

Sljede¢a prednost koju Pulmosfere kao tehnoloska platforma za primjenu lijekova u pluéa
omogucuje je osiguravanje ujednacenosti emitirane doze lijeka te njegova selektivno dostava
u pluéa, uz smanjeno odlaganje Cestica u usta i grlo, a dostava lijekova u pluéa neovisna je o
pacijentovim inhalacijskim sposobnostima.

Doza odloZena, odnosno dostavljena u pluca je frakcija doze koja je uspjela zaobiéi odlaganje
u gornjem respiratornom traktu (usta ili grlo npr.), te koja nije izdahnuta. Odlaganje Cestica u
ustima/grlu je odredeno inercijalnom impakcijom, s time da je u€inkovitost odlaganja u ovom

dijelu respiratornog trakta povezano sa Stokesovim brojem:




) 0,d;QC. _ d:QC.
Stk Mo 910

_gdje je Stk Stokesov broj, p, gustoca Cestice, d, je geometrijski polumjer, d, acrod

polumijer, Q volumetrijski tok zraka, C; Cunninghamov korekcijski faktor, » vis

zraka, a 0 karakteristicna dimenzija prepreke.

KljuCne varijable u Stokesovom broju se cesto kombiniraju te se nazivaju inerciialn:

_parametar impakcije, d,°Q. Anatomske razlike u mekom tkivu u ustima ili grlu, odnosne
_razlike u vrijednosti 9§, igraju vaznu ulogu u varijabilnosti medu pacijentima. Varijabilnost
ukupnoj dozi odloZenoj u pluéa se povecava sa povecanjem inercijalnog parametra impakciie

{d%Q), i obrnuto je proporcionalna ukunpnoj dozi odlozenoj u plu¢a (Slika 13.).

/\ Porous particles

Standard formulations

Slika 13. Varijabilnost u ukupnoj odloZenoj dozi vs ukupna odloZena doza

Porozne ¢estice pak omogucuju visoko efikasnu dostavu u pluca ( ukupna dostavljena doza e

40-70 % nominalne), smanjujuéi varijabilnost na 10-20%.

Kako bi daljnje naglasili ovu prednost dovoljno je usporediti na trZiStu dostupan inhalacijski

kortikosteroid s ekvivalentnom formulacijom Pulmosfera (Slika 14.).
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Slika 14. Usporedba utjecaja ukupne dostavljene doze inhaliranih

kortikosteroida na intersubjektnu varijabilnost u ukupno dostavljenoj dozi

U usporedbi, vidimo formulacije laktoze sa flutikazon propionatom ( Diskus®, GSK).
sferonizirane Cestice formulacije budezonida ( Turbuhaler®, AstraZeneca) te formulaciju
Pulmosfera sastavljenu od budezonida dobivenog suSenjem rasprSivanjem dostavljenu
kapsulama Eclipse® DPIL. Lijeva slika pokazuje znafajno poveceanje ukupne doze
dostavljene u pluca (izraZzeno kao postotak nominalne doze) za formulaciju Pulmosfera (58 %
masenog udjela w/w), u usporedbi sa sferoniziranim cesticama (36 % w/w) te formulaciji s
laktozom kao nosaem (12%). Poveéanje ukupne dostavljene doze takoder smanjuje
varijabilnost medu pacijentima (desna slika), te se slaze s trendom prikazanim na Slici 13.
dobivenim kroz mnoga istraZivanja. Intersubjektna varijabilnost se smanjuje sa 40 % za

laktozu, na samo 12 % za formulaciju Pulmosfera.(Weers i Tarara 2014)
Za praske inhalata, fluidizacija i disperzija praSka se postiZze pacijentovim udahom, odnosne
snagom njegova udaha. Pad tlaka (AP) za pacijente s pluénim bolestima se krec¢e izmedu 4-3

kPa, te svi pacijenti, ukljucujuci gerijatrijske i pedijatrijske, mogu postiéi pad tlaka od barem

otporu uredaja, odnosno sustava za dostavu (Rinhaler):

Q- VAP

Rinhaler

Prasci inhalata dostupni na trZistu se Cesto karakteriziraju u smislu minimalne brzine strujanja
zraka za koriStenje uredaja. Generalno se smatra da gerijatrijski i pedijatrijski pacijenti nisu u
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stanju efikasno koristiti DPI. Primjerice, prilikom koriStenja Pulmicort Turbuhalera sa
sferoniziranim ¢esticama budezonida primjecene su velike razlike u postotku dostavljene doze
kao funkciji toka: 27.7 % pri brzini strujanja od 60 L/min (AP=5.2 kPa) nasuprot samo 14.8 %

prilikom 35 L/min (1.8 kPa). Pulmosfere pak, za razliku od sferoniziranih cestica ili

mjeSavina s laktozom, zaobilaze ovaj problem, buduéi da se modulacijom meducesti¢nih

kohezivnih sila moze posti¢i efikasna deaglomerizacija praska ¢ak i prilikom malog toka

zraka (Weers i sur. 2013). Poveéanje vrinog toka utjece na ukupno odlaganje u pluéa na dva

opre¢na nacina: povecanjem inercijalne impakcije u gornjem respiratornom traktu smanjuje

ukupno dostavljenu dozu, a poveéanjem deaglomerizacije praska povecava ukupno

dostavljenu dozu (Weers i sur. 2013). Dizajniranjem pravilne kombinacije lijeka i sustava za

dostavu se ova dva u¢inka mogu izbalansirati tako da omoguce dostavu lijeka neovisnu o toku

strujanja zraka za DPI.

Formulacije poroznih estica, ukljuéujué¢i Pulmosfere, postiZu neovisnost o toku strujanja

zraka za Sirok raspon pada tlakova (snaga udaha pacijenta), od 0.5 do 10 kPa. Primjecena

intersubjektna varijabilnost u ukupnoj odloZzenoj odnosno dostavljenoj koli¢ini lijeka je samo

12 %. To je osobito znacajno i zbog toga Sto ta brojka osim velike varijabilnosti pada tlakova

‘ukljuduje 1 intersubjektne varijabilnosti odlaganja ¢estica u gornjem respiratornom traktu. Ta

eovisnost o toku strujanja zraka je ve¢ demonstrirana na viSe formulacija ( Pulmosfere,

‘elike porozne Cestice) kao i sustave dostave ( inhaleri na bazi kapsule ili blistera). Primjerice,

Gl

kazano je da zdravi ispitanici postizu 57.7 % ukupne odloZene doze za budezonid

ormulaciju Pulmosfera kada su zamoljeni da udahnu silovito kroz Eclipse DPI, a 57 % kada

zamoljeni da udahnu opusteno ( iskazano kao postotak nominalne doze) (Weers i sur.
13).

izanje neovisnosti ukupne dostavljene doze o toku strujanja zahtijeva da inercijalni faktor

akcije, d%Q ostane konstantan prilikom varijacija u toku strujanja. Ispitivani su utjecaji

jacija u inhalacijskom profilu na odlaganje Pulmosfera u plu¢a na modelu grla. Odlaganje

ilo dosljedno prilikom varijacija u toku od 18 L/min (AP _1 kPa) do 46 L/min (AP= 6 kPa)

enjem praska inhalata na bazi blistera. Stupanj disperzije praska kod Pulmosfera

xom varijacija u toku se moze regulirati ili moduliranjem mikrometrijskih svojstava

kao Sto su geometrijska veli¢ina, poroznost i gustoca.

govorimo o neovisnosti dostavljene doze u odnosu na varijacije same tehnike udisanja

zta 1 manevriranje uredajem, istraZivanje koje je ukljucivalo tobramicin u obliku TOBI

%

a, a ukljucivalo je 38 profila pacijenata sa cisticnom fibrozom, razli¢ite dobi i stadija

. pokazalo je da usprkos razlici tokova i padu tlakova od 48.9 L/min (AP=1.6 kPa) do
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88.4 L/min (AP=5.4 kPa), kao i volumenu udahnutog zraka ( 0.9-2.9 L), ostvarena ukupna
dostavljena pluéna doza iznosila je 59-63 % nominalne doze, $to je popriliéno uzak raspon
uzimajuci u obzir sve varijacije (Weers i Tarara 2014).

Primjena Pulmosfera omogucuje ucinkovitu dostavu fiksnih kombinacija lijekova koja
odgovara onoj koja se postize zasebnom primjenom svakog od lijeka, §to je regulatorni
zahtjev koji mora zadovoljiti takva formulacija. Slika 15. ilustrira distribuciju aerodinamicne
veli¢ine Cestica glikopirolata u usporedbi kad je ovaj bronhodilatator formuliran kao
monoterapija, u kombinaciji s formoterol fumaratom, ili u trostrukoj kombinaciji s
formoterolom i mometazonom. Sli¢ni rezultati su dobiveni i s ostalim formatima Pulmosfera

gdje su djelatne tvari koformulirane u istoj Cestici.

Porous particles
GP monotherapy
- GP in combination with FF

- GP in triple combination

Fine particle dose

Slika 15. Distribucija aerodinamicne velicine Cetica glikopirolata u razlicitim

formulacijama formata nosaca za pM DI uredaje

Formulacije Pulmosfera omoguéuju ucinkovitu dostavu djelatnih tvari neovisno o pr

druge ili treée djelatne tvari u formulaciji. Medutim, koformulacija dvije ili vise &;

u jednoj formulaciji poveéava Sansu inkopatibilnosti tih dviju tvari, ili di
ekscipijensa. Tehnolgija Pulmosfera pruza viSe rjeSenja tog problema. P
formulacije pulmosfera kao nosaca, otprilike je za dva reda veliCine vise &

su manje i poroznije od laktoze kao nosaca nego Cestica lijeka. Kako su

adherirane na nosace, veéi omjer Cestica nosaca i Cestica lijeka pruza p




koja onemogudéuje interakcije djelatnih tvari. Sli¢no, proces spray-blendinga omogudéuje

separaciju aktivnih tvari inkorporacijom u razdvojene Cestice. Takoder je bitno napomenuti

kako je fosfatidilkolin kao ekscipijens znacajno manje kemijski reaktivan od laktoze. (Weers i

Tarara 2014)




4.2.6. Registrirani pripravci i lijekovi u fazi istrazivanja

Kao $to je vidljivo u Tablici 3., do danas je samo jedan pripravak koji baziran na
tehnologiji Pulmosfera registriran na trzZiStu. Rije¢ je o Tobi Podhaleru, s antibiotrikom
tobramicinom, koji se primjenjuje kao prasak inhalata, a indiciran je u lijjecenju kroni¢ne
infekcije P. Aeruginosom kod pacijenata sa cisticnom fibrozom. Valja napomenuti da je ovo

jos§ relativno nova tehnologija govorimo li u vremenskom okviru potrebnom za registraciju

lijeka i njegovom dospije¢u na trziSte. Osim toga, dvije formulacije su u fazi III klini¢kih
istrazivanja i mogle bi izaéi na trZiste u dosljedno vrijeme, a to su DPI sustav ciprofloksacina

i pMDI sustav glikopirolata/formoterola (FDC) kod kojeg Pulmosfere djeluju kao nosac.

APl pSphformat Deliverysystem Status Studies s Ref
Tobramycin Solution DP1 {T-326) Approved Marketed drug product for treating {11.38-44]
PulmoSphere™ chronic Pseudomonas aeruginosa

infections in CF patients. Five
completed clinical studies
encompassing more than 500 subjects
Ciprofloxacin Suspension DPt{7-326) Phase it Completed clinical development
PutmoSphere through Phase lIb in CF and non-CF
bronchiectasis. Five completed studies
encompassing more than 400 subjects

Glycopyrrolate/formoterol,  Carrier pMDI Phase Il Completed clinical development
glycopyrrolate, formoterol ~ PulmoSphere through Phase llb: ten studies
encompassing more than 1000 subjects
{COPD)
Amphotericin B Suspension DPI (T-326) Endof Completed three Phase | studies in 57
PulmoSphere Phase Il healthy volunteers. Completed end of

Phase I meetings with Health
Authorities for prophylaxis against
invasive pulmonary aspergillosis

indication.
Glycopyrrolate/ Formoterol/ Carrier pMDI Phase|  APhaselstudy wasinitiated with the 7]
Budesonide PulmoSphere triple combination for COPD
Indacaterol Suspension DPt(Conceptl, Proof of Completed three studies with mere
PulmoSphere  Simoon) concept  than 100 subjects
Budesonide Suspension DPi (Eclipse®) Proof of  Pharmacoscintigraphy study exgi
PulmoSphere concept  flow rate dependence of budeso

PulmoSphere relative to Puler
Turbuhaler® in ten healthy v

Leuprolide Solution DPi (Turbospin®) Proof of  Pharmacokinetics study i 12 ¥ {INHALE
PulmoSphere concept  volunteers PHERAPEUTIC
SYSTEMS,

UNrUBLISHED DATA]
Albuterol Solution pMDI Proof of ¥ scintigraphy study ¢ 22]
PulmoSphere concept  albuterol PulmcSghere
Ventolin® Evohaler® ir

volunteers

APL: Active pharm aceutical ingredient; CF: Cystic fibrosis, COPD: Chronic obstructive pulmonary disease; DF: Dry-powadh
j(z(_ta/er; PSph: Phosphoserine phosphatase.

|

faer phIDE: Pressurized metered-dase

Tablica 3. Klinicka istraZivanja s formulacija baziranih na tehnologiji

Pulmosfera ( Srpanj 2013.)




Formulacija amfotericina B u Pulmosferama je u II fazi klinickih ispitivanja, dok se za
budezonid, leuprolid i albuterol trenutno vrSe usporedbe sa postoje¢im sustavima ili se

proucavaa farmakokinetika takvih oblika.

4.2.7. Ograni¢enja Pulmosfera

Kao i svaka druga tehnologija, Pulmosfere kao sustav za dostavu lijeka u plu¢a imaj
neka ogranicenja. Primjerice, prisutnost kalcijevih iona u formulaciji mozZe, s odredenim
djelatnim tvarima i ekscipijensima poput pufera, dovesti do pojave inkompatibilnosti.

U nekim slu¢ajevima potrebno je koristiti odredene ekscipijense, kao $to su razli¢iti
ugljikohidrati kako bi se osigurala amorfnost lijeka u Pulmosferama, ili osiguralo ouvanje
kvarterne strukture peptidnih i proteinskih lijekova. Uklapanje ugljikohidrata snizuje Tm
DSPC-a, potencijalno smanjujuéi stabilnost formulacije prilikom suSenja. Stoga se mozZe
pretpostaviti da ova tehnologija ne bi bila primjenjiva na neke proteine koji zahtijevaju takve
ekscipijense da bi odrzali stabilnost strukture.

Svojstva aerosolizacije pulmosfera uvelike ovise o vlazi. Dokazano je da kod nekih
formulacija dolazi do smanjenja udjela finih €estica za 20 % prilikom primjene aerosola pri

poviSenoj vlaznosti zraka. Medutim, ovaj nedostatak mozZe biti izbjegnut primjenom drugog

sustava primjene lijeka.




5. ZAKLJUCAK

Pulmosfere se zahvaljujuéi svojim svojstvima nameéu kao ucinkovita tehnoloska
platforma za prevladavanje problema povezanih sa pulmonarnom primjenom lijekova.
Prvenstveno, sigurnost primjene, uvjetovana uporabom fizioloski kompatibilnih pomo¢nih
tvari koje veé prisutne u pluéima, im je potvrdena u velikom broju studija. Nadalje,
mogucénost uklapanja lijeka razliCite topljivosti, moguénost kontroliranja mikrometrijskih
svojstava (veli€ina, gustoca, poroznost praSaka), istovremeno uklapanje viSe aktivnih tvari,
kao i moguénost uklapanja Pulmosfera u bilo koji sustav dostave lijeka (pMDI, DPI,
atomizatore) daje Pulmosferama moguénost za uklapanje Sirokog spektra lijekova, neovisno o
dozi, molekulskoj masi te fizikalno-kemijskim svojstvima lijeka. Njihovom primjenom
povecava se ucinkovitost dostave lijeka uz smanjenu varijabilnosti dostavljene doze.
Pulmosfere omogucuju pulmonarnu primjenu i preko 100mg djelatne tvari koriStenjem
prijenostih inhalatora, $to je rezultiralo i registracijom prvog lijeka s ovom tehnologijom.
tobramiciom u sustavu TOBI Podhalera®, antibiotikom registriranim za lijeenje infekcija
P.Aeruginosom kod pacijenata sa cisticnom fibrozom. Uklapanje antibiotika u prijenosni
sustav pacijentima sa CF ili drugim infektima ¢e omoguéiti puno kratkotrajniju i
jednostavniju terapiju, te im znacajno poboljsati kvalitetu Zivota. I dalje se aktivno radi na
registraciji drugih lijekova, od ciprofloksacina kao druge opcije antibiotika u prijenosnom

sustavu, do fiksnih kombinacija lijekova za terapiju astme i KOPB. Na temelju svega

navedenog izgledno je da ¢e Pulmosfere postati tehnologijom izbora za formuliranje novi

o

lijekova’kombinacija lijekova, kao i za nove i udinkovitije formulacije ve¢ posto;

lijekova. Za ocekivati je da ¢e se Sirenjem asortimana proizvoda baziranih na ovoj tehnol

znacajno unaprijediti kako tretman lokalnih pluénih bolesti, tako i tretman r:

sistemskih bolesti.




6. SAZETAK/SUMMARY

Da bi se uspje$no dostavila odredena, terapijski potrebna doza lijeka u pluca, treba treba
uzeti u obzir fizioloSke i anatomske aspekte pluc¢a osoba sa odredenim pluénim bolestima, te
prilagoditi oblik promjenama u apsorpciji, odlaganju i klirensu lijeka. Pulmosfere su porozne
¢estice, formulirane od endogeno prisutnih tvaria, veli¢ine izmedu 1-5 pum §to im omogucuje
odlaganje u donjim di$nim putevima. Izraduju se tehnologijom suSenja rasprSivanjem, te

mogu uklapati lijekove razli¢ite topljivosti ili sluziti kao nosa¢i mikroniziranih lijekova.

Takoder se mogu formulirati kao fiksne kombinacije lijekova. Mogu se uklopiti u bilo koji

sustav za pulmonarnu primjenu lijeka (pMDI, PDI ili atomizatore). Prednosti su im
mogucénost uklapanja prakticki bilo koje djelatne tvari, veliki raspon doza lijeka koji se moze
primijeniti te ujednacenost dostavljene doze lijeka kao i postizanje u¢inkovitije dostave lijeka
u pluéa. Do danas je registriran samo jedan lijek koji koristi ovu tehnologiju, TOBI Podhaler.
koji sadrzi tobramicin, antiinfektiv registriran kod pacijenata sa cisticnom fibrozom (za
eradikaciju P.Aeruginosa), ali postoji jo§ odreden broj lijekova u klini¢kim ispitivanjima. za

koje se ocekuje da ¢e uskoro izaéi na trziste.

To successfully deliver a certain, therapeuticaly needed drug dose into the lum
phisiological and anatomical aspects of the lungs of people with certain lung diseases need
be taken into account, as do changes in apsorption, deposition and clearance of the &
Pulmosphere are porous particles, formulated from lung endogenous excipients. wis
rangeing from 1-5 pm, which allows them to be deposited into lower airways. Th
produced with the spray-drying technology, and can embed drugs of different solub:
as carriers of drugs. They can also be formulated into a fixed dose combinations axn:
be incorporeted into any drug-delivery system (pMDI, DPIL, nebulizers). Their
include the possibility of formulating virtually any drug with the Pulmosphere :
large dose range, elimination of the variability in the delivered drug dose and
lung targeting. To this date there is only one registered product using this tech
the TOBI Podhaler, which includes tobramicyn, antiinfective registered for re:

P.Aeruginosa infections in cystic fibrosis patients, but there are a numbs

facing clinical trials, expected to hit the market soon enough.
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