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1.UVvOD
1.1. SLUZ KAO BARIJERA ZA DOSTAVU NANOCESTICA

1.1.1. Kemizam i fizioloska uloga

Sluz je viskoznoelasti¢an i adhezivan gel koji §titi mukozna tkiva od Stetnog djelovanja
vanjskog okolisa. Uloga sluzi je mnogobrojna i raznolika; predstavlja poveznicu izmedu
vanjskoga i unutarnjeg okoliSa, podmazuje epitel probavnog sustava te tako olaksava prolazak
hrane, bolusa i fecesa probavnim traktom. Nadalje, sluz §titi epitel, kako od toksina i patogena
na nacin da uniStava viruse i bakterije, tako 1 od endogenih spojeva poput kloridne kiseline,
pepsina i drugih probavnih enzima zadrzavaju¢i i dalje sposobnost izmjene tvari (Cone,
2009).

Uloga sluzi je takoder hvatanje i zadrzavanje stranih Cestica, sprjecavanje gubitka vode i

dehidracije te dostava vode klju¢ne za normalno odvijanje metabolickih procesa u tijelu.

U normalnim uvjetima sluz predstavlja pasivnu epitelnu barijeru kao dio imunosnog sustava,
ali 1 vaznu barijeru za penetraciju/permeaciju nanocestica. Budu¢i da je prisutna na anatomski
raznolikim podru¢jima u organizmu, njezino luéenje, struktura mukoznog pokrova kao i

reoloska svojstva ovise upravo o razli¢itim zahtjevima pojedinog podrugja.

Tablica 1. Pretpostavljene uloge sluzi u ljudskom tijelu

Site of secretion Functions

Respiratory Clearance of mucosal insults, water balance, ion transport and regulation

(upper and tracheobronchial)

Middle ear Clearance of cellular debris, water balance

Salivary Lubrication, water balance, anti-microbial

Gastromntestinal Cytoprotection, lubrication, diffusion barrier. water balance

Cervical Regulation of sperm transport, sperm reservoir, sperm energy source, water balance, anti-microbial

Iz opisa sluzi vidljivo je da sluz posjeduje viSestruka barijerna svojstva. Hidrofilnost i
viskoznost sluzi zajedno ne dopustaju difuziju hidrofobnih tvari (Sigurdsson i sur., 2013),
stoga, na temelju medudjelovanja i ulaska tvari u sluz, djelovanje sluz kao barijere moze se

podijeliti u tri kategorije.



Dinamicka barijera

Sluz se neprestano Iuc¢i i uklanja te zbog toga lijek ili terapijski sustav moraju uzduzno
difundirati kako bi dosegli epitel i prosli kroz njega, a pritom peristaltika pridonosi svojim
horizontalnim tokom duz mukoznih povrsina. Na taj nacin, prianjaju¢i na vanjski sloj sluzi,
lijek moze posti¢i lokalni u¢inak na mukoznoj povrsini, ali bezuspjesan je ukoliko je namjera

prodrijeti kroz epitel i apsorbirati se u sistemsku cirkulaciju.
Stericka barijera

Mucinska mreza moze tvoriti filter koji iskljucuje vece Cestice temeljem veliCine (slika 1,
lijevo). Viskoznost sluzi kao i nepokretan vodeni sloj takoder pridonose svojstvima sluzi kao

stericke barijere.
Interaktivna barijera

Sluz posjeduje sposobnost stvaranja razlic¢itih niskoenergetskih interakcija s lijekovima,
toksinima i drugim tvarima prisutnima na mukoznoj povrsini (slika 1, desno). Hidrofobna
medudjelovanja nastaju izmedu gole proteinske srzi mucina ili lipidne komponente sluzi i
difundiraju¢e tvari. Vodikove veze tvore ugljikohidratni dijelovi mucina, a isti imaju i

mogucnost tvorbe ionskih medudjelovanja.

Slika 1. Stericka (lijevo) i interaktivna (desno) barijerna svojstva sluzi. Mukus tvori filter koji
sprjecava difuziju kroz gel temeljem velicine (lijevo) ili svojstva povrsine (desno) Cestica

(Lieleg i sur., 2011).
Sluz kao ljepljiva mreza

Cestice 1z zraka obi¢no prianjaju na sluznicu diSnog sustava prije nego Sto stignu do alveola.



Filtrirane Cestice uklanjaju se iz diSnih puteva mukocilijarnim klirensom prema probavilu i
steriliziraju se ZeluCanom kiselinom. Slicno, probavna sluz sprje¢ava prijenos toksi¢nog
sadrzaja iz lumena probavnog trakta do temeljne intersticijske i vaskularne tekucine. Osnovni
mehanizam kojim mukozni gel ucinkovito hvata strane Cestice ukljuCuje razliCite
niskoenergetske interakcije. Uz negativan naboj mucina koji je posljedica prisustva
karboksilnih ili sulfatnih skupina na mukoznim proteoglikanima, prisutne su i periodi¢ne
hidrofobne gole globularne regije duz molekule mucina, stabilizirane mnogostrukim
unutarnjim disulfidnim vezama. Velika gustoc¢a hidrofobnih domena, uz fleksibilnu prirodu
mucinskih vlakana, omogucava tvorbu brojnih interakcija s hidrofobnim regijama na povrsini
stranih Cestica. Unato¢ tome §to svaka nastala interakcija moze biti trenutno razorena
termickom energijom, veliki broj takvih interakcija s mucinom ucinkovito imobilizira strane
Cestice. Tvorba razli¢itih niskoenergetskih interakcija kriti¢na je za uklanjanje stranih Cestica
manjih od prosjeéne veli¢ine pora u umrezenoj strukturi molekule mucina. Izvrstan primjer
toga fenomena jest snazna imobilizacija karboksil-modificiranih polistirenskih nanocestica
veli¢ine virusa, ukljucuju¢i one od 59 nm u humanoj cervikalnoj sluzi (Braeckmans i sur.,
2003; Olmsted i sur., 2001) . Unato¢ zastupljenom negativnom povrsinskom naboju za koji se
pretpostavlja da odbija negativno nabijene mucine, polistirenske nanocestice tvore hidrofobna
interakcije s mucinskim vlaknima dovoljno snazna da grupiraju mucine u debele snopove
(fotografija 1).

Fotografija 1. Fluorescentno oznacena 59 -nanometarska polistirenska cestica formirala je
debele snopove s mucinskim vlaknima u ljudskoj cervikovaginalnoj sluzi. (A) Fluorescentni

prikaz. Rezolucija= 500 nm.



Hidrofobne interakcije takoder predstavljaju vazan mehanizam pomoc¢u kojega sluz
ograni¢ava prijenos velikih entiteta poput bakterija. Potencijalno Stetni patogeni kao $to su
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa te Yersinia enterolitica imobilizirani su upravo
putem hidrofobnih medudjelovanja. Niskoenergetske interakcije sa sluzi takoder mogu biti
ostvarena putem elektrostatskih interakcija. Budu¢i da su glikozilirane regije mucinskih
vlakana gusto prekrivene negativnim nabojem, sluz moze vezati pozitivno nabijene Cestice
visokim aviditetom. Dvojna sposobnost torbe polivalentnih adhezivnih medudjelovanja putem
hidrofobnih ili anionskih sila predstavlja problem i izazov za razvoj polimernih nanocestica
koje bi dostavljale lijekove ili gene buducéi da su najcesce koristeni biomaterijali ili hidrofobni
poput laktid-ko-glikolida i polianhidridni ili kationski poput polietilenamina, kitozana i
polilizina. Unato¢ visokom aviditetu niskoenergetskih interakcija, sposobnost sluzi za

imobilizaciju ipak se zasicuje.

Sveprisutne hidrofobne domene u mukoznim porama takoder pomazu objasniti zasto mnoge
terapijski znacajne molekule kroz sluz difundiraju sporije u odnosu na druge molekule sli¢nih
ili ve¢ih dimenzija. Difuzija hidrofobnih molekula kroz sluz ¢esto je u velikoj je mjeri sporija
u odnosu na difuziju u vodi (Khanvilkar i sur., 2001). Difuzivnost se obi¢no smanjuje S
poveéanjem koeficijenta raspodjele nepolarno/polarno, $to je ujedno i oéekivana posljedica
adhezivnih medudjelovanja izmedu hidrofobnih molekula i hidrofobnih domena sluzi.
Nekoliko je istrazivaca takoder pokazalo da sluz znacajno smanjuje difuziju brojnih, kako
malih, tako i1 velikih molekula, ukljucujuéi tercijarne amine, govedi serumski albumin,
lizozim 1 dr., vjerojatno zbog hidrofobnih medudjelovanja. Neke hidrofobne molekule ipak su
sposobne difundirati kroz mukozni gel, mozda iz razloga $to male molekule ne mogu tvoriti

polivalentne adhezivne veze s mukoznim gelom.

Sluz je primarno gradena od krizno povezanih i isprepletenih mucinskih vlakana koje luce
vrcaste stanice i submukozne stanice (Thornton i Sheehan, 2004). Unato¢ razli¢itim stani¢nim
izvorima i razli¢itom rasporedu u slojevima, osnovna grada mucina u nacelu je slicna. Mucini
su glikoproteini velike molekulske mase veli¢ine 0,5-40 MDa sastavljene od niza mucinskih
monomera veli¢ine 0,3-0,5 MDa te su presvuceni Sirokim spektrom proteoglikana. Sadrze
dvije domene; proteinske okosnice mucina S regijama bogatim ponavljajuéim
aminokiselinama prolinom, treoninom i serinom (PTS domene ) koje su izrazito glikozilirane
fukozom, galaktozom, sijalinskom kiselinom, N-acetilglukozaminom (GIcNac) i N-

acetilgalaktozaminom (GalNac) i golih hidrofobnih regija (slika 2 i 3). Lipidi prisutni u sluzi



u koli¢ini od 1-2% vezani su za hidrofobne regije vlakana, dok su $ecerni lanci vezani preko
svojih OH- skupina tzv. O- glikozilacijom za PTS domene ( Fahy i Dickey., 2010). Zbog
visokog postotka glikozilacije, ugljikohidrati ¢ine 80% sadrzaja suhe tvari sluzi, a za njih se
vjeruje da Stite proteinsku osnovu od razgradnje. Dvije su PTS domene vezane preko malih
domena bogatih cisteinom, dok su N-krajevi odgovorni za di- i trimerizaciju molekula.
Mucinska vlakna obi¢no su promjera 3-10 nm s pokrovom od 20-30 ugljikohidrata na 100
aminokiselina. Visok udio sijalinske Kkiseline i sulfata stvara snazan negativan naboj te pruza
polimeru rigidnost uslijed odbijanja naboja. Naboj se mijenja s rasporedom vezanih
oligosaharida te je uo¢eno da crijevni mukus nosi viSe negativnog naboja nego Zelucani.
Umrezeni mucini i drugi sastavni dijelovi sluzi s reverzibilnom povezanosti na polimer poput
lipida i udruzenih proteina (npr. IgA) primarno tvore mukozne pore veli¢ine oko 500 nm i
odreduju viskoznost sluzi. Nadalje, nekovalentno umrezavanje ovisno o kalciju dovodi do
nastanka mreze veli¢ine pora 30-100 nm (Knowles i Boucher, 2002). Mucini su kodirani s
vise od dvadeset MUC gena, a mogu biti sekretorni ili vezani za membranu, dok ekspresijski
obrazac ovisi 0 fiziolosSkom polozaju. Do sada je identificirano 10 za membranu vezanih i 7
sekretornih mucina. Dok mucini vezani za membranu omogucavaju stani¢no prianjanje,
vezanje patogena i prijenos signala, sekretorni mucini doprinose viskoznosti sluzi. U
gastriontestinalnom traktu, za membranu vezani MUC1, MUC3, MUC4, MUC12, MUC13,
MUC16 i MUC17 eksprimirani su uz sekretorne MUC2, MUC5AC, MUC5AB, MUC6 i
MUC?7 (Johansson i sur. 2013). MUC2 i MUCS5 predstavljaju glavne mucine koji se luce u
zeludac 1 tanko crijevo. Patofizioloski uvjeti poput tumora ili upalne bolesti crijeva mogu
dovesti do promjena u rasporedu i/ili u razini mucinske sekrecije. Sluz, stoga, predstavlja
hidrofilan gel s mucinima kao glavnim suhim sastavnicama , obi¢no 2-5% (w/v), te manjim

koli¢inama lipida i proteina.
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Slika 2. Pojednostavljeni prikaz sekretornih mucina koji tvore mukozni gel koji pokriva
intestinalni epitel. Cisteinom bogate neglikozilirane domene i ponavijajuc¢e aminokiseline serin,
treonin i prolin O- glikozidnom vezom vezane su na N-acetilglukozamin (GlcNac) i s N-acetil
galaktozaminom (GalNac) grade mucinski monomer koji se disulfidnim vezama veze s istovrsnim

monomerima (Johansson i sur., 2013).

Pretpostavlja se da u glikoziliranoj regiji svake dvije do tri aminokiseline nose oligosaharidni
lanac sa devetnaest molekula Secera. Vise od jednog mucinskog gena moze biti eksprimirano u
epitelnoj stanici, a kasnije je dokazano da mucinski produkt istoga gena moze biti prisutan u
razli¢itim formama zbog raznolikosti u glikozilaciji (Round i sur., 2007). Takve razliCite
glikoforme mogu biti rezultat ekspresije i aktivacije specifi¢nih glikoziltransferaza u sekretornim
stanicama. Takoder, tome mogu doprinijeti i nepotpuna sinteza mucina unutar stanice ili

razgradnja bakterijskim glikozidazama u lumenu crijeva.

Glikozilirane regije mucina su hidrofilne, dok su neglikozilirane proteinske domene hidrofobne.

Te gole domene bogate su cisteinom koji je disulfidno vezan s drugim mucinskim monomerima



(slika 2). Neki od mucinskih lipida kovalentno su vezani za neglikozilirane domene, dok se

najvise fosfolipida adsorbira i formira hidrofobnu luminalnu mukoznu oblogu.
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Slika 3. Arhitektura mukozne mreze (a) i medudjelovanje cestica s mrezom (b)



1.1.2. Lucenje

Sluz stvaraju unutarepitelne mukozne stanice 1/ili izvanepitelne stanice smjesStene U zlijezdama u

submukozi (slika 4).
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Slika 4. Nacini proizvodnje sluzi u probavnom traktu. Sluz proizvode unutarepitelne stanice
(npr. goblet stanice) smjestene izmedu enterocita i izvanepitelne stanice smjestene u submukozi.
Submukozne Zlijezde cesto su sastavijene od dva tipa stanica; mukoznih stanica koje proizvode

vise mukozan sekret i seroznih stanica sa sekretom manje viskoznosti.

Najvise unutarepitelnih stanica ¢ine vréaste stanice zastupljene u konjunktivi, nazalnoj
Supljini diSnog sustava i probavnom sustavu. Druge stanice koje proizvode sluz, a koje se
oblikom neznatno razlikuju od vréastih stanica, jesu foveolarne stanice Zeluca i mukozne

stanice endocerviksa.

U oku, mukozni sloj proizvode unutarepitelne vrcaste stanice smjeStene u bulbarnoj
konjunktivi s najve¢om gustoom u infranazalnom kvadrantu. Zajedno sa sekretom
Meibomovih Zzlijezda o¢noga kapka (uljni dio filma) i suznim zlijezdama konjunktivalne
tvorbe (vodeni srednji sloj), stvaraju suzni sloj u oku. Sluz vodenome sloju dopusta
ravnomjerno prosirenje preko povrSine oka i vezanje suznog filma na oko. Vréaste stanice se,
zbog konjunktivalnog epitelnog prodora, mogu naci i u roznici (Sejpal i sur., 2013). U diSnom
sustavu, sluz proizvode vréaste stanice i submukozne zlijezde. Submukozne zlijezde nalazimo

u dusniku i bronhima, ali nisu prisutne u bronhiolama. Za razliku od njih, unutarepitelne



vréaste stanice i dalje su prisutne u bronhiolama, a jedino ih nema u zadnjem dijelu vodeé¢ih

disnih puteva, tj. u terminalnim bronhiolama.
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Slika 5. Raspored barijera oka (a), bronhalnog trakta (b), probavnog trakta (c) i vagine (d).
(a) Konjunktivalna barijera sastoji se od slojevitog epitela i suznog filma sastavljenog od
lipidnog sloja (LL), vodenoga mucinskog sloja s proteinima (AL) i mucinskoga sloja vezanog
za glikokaliks epitelnih stanica roznice (ML). (b) Slican cilindricni epitel prisutan je u
gornjem dijelu disSnog sustava sa sluzi sastavljene od pericilijarnog sol sloja (SL) niske
viskoznosti i gel sloja (GL) visoke viskoznosti. (c) Probavna barijera takoder se sastoji od
cilindricnog epitela i sluzi sa dva sloja. Mikrovili (MV) na apikalnoj strani enterocita
prekriveni su glikoproteinskim slojem. Taj sloj nastavija se na ¢vrsto vezani mucinskog sloj
(FML) i labavo vezani mucinski sloj (LML). (d) U vagini, plocasti nekeratinizirani epitel
prekriven je slojem mucina organiziranim u dva reda,; c¢vrsto vezni (FML) i labavo vezani

(LML). Svi epiteli pocivaju na bazalnoj membrani (BM).



U usnoj Supljini ne nalazimo vrcaste stanice, medutim, tvorbu sline omoguc¢uju podceljusna i

podjezi¢na te zausna zlijezda slinovnica koje povecavaju debljinu mukoznoga sloja.

U probavnom traktu submukozne zlijezde smjestene su u jednjaku i dvanaesniku (Brunnerove
zlijezde). Unutarepitelne stanice koje proizvode sluz postoje u zeluc¢anoj mukozi (foveolarne
stanice) te kao vréaste stanice koje se prostiru od dvanaesnika do rektuma. Cervikovaginalu

sluz lu¢e mukozne stanice smjestene u brojnim kriptama endocerviksa.

Osim razlicitih prisutnih stanica, arhitektura mukoznoga sloja varira medu polozajima na
kojima se te stanice nalaze (slika 5). Sluz koja pokriva disne puteve sli¢na je sluzi koja
pokriva okularnu povrSinu po tome S§to obje imaju samo jedan sloj preko epitelnog
glikokaliksa (mucinski sloj povezan s apikalnom plazmatskom membranom epitelnih stanica)
(slika 5 a i 5 b). Mukozni sloj u izravnom je kontaktu s glikokaliksom, dok je lipidni sloj
suznog filma u kontaktu sa zrakom (slika 5 a). Pericilijarni (sol) sloj dusnika i bronha sadrzi
kako velike za membranu vezane glikoproteine, tako i privezane mucine koji su takoder dio
glikokaliksa (slika 5 b). Gel koji pokriva taj sloj mnogo je viskozniji kako bi zadrzao prasinu i
strane Cestice te ih uklonio iz diSnog puta. U zelucu i debelom crijevu nalazimo dva sloja;
adherentni sloj kojega otpustaju mukozne stanice, a kKoji je nepermeabilan za bakterije te drugi
neadherentni mucinski sloj okrenut vise ka luminalnoj strani koji nastaje enzimskim
procesima mucina (slika 5 c). Jednak dvoslojni raspored pronalazi se i u cervikovaginalnom
traktu te dopusta tvorbu skliskog sloja niske viskoznosti izmedu nepokretnog sloja koji je
vezan za stanice 1 neprijanjaju¢eg mukoznog sloja u kojemu se sluz brzo smice.

Neprijanjajuca sluz se prenosi. (slika 5 d).

Sekrecija sluzi u diSnom i probavnom sustavu regulirana je acetilkolinom, neuropeptidima
poput vazoaktivnog intestinalnog peptida (VIP) i neurotenzina te citokina (Rogers, 2002;
Laboisse i sur., 1996). Histamin, prostaglandini i gastrin u Zelucu takoder povecavaju lucenje
sluzi. Bazalno lucenje ovisi 0 kretanju citoskeleta i sekretornim zlijezdama, dok egzocitoza
zapocCinje stimulirano lucenje. Sluz je kondenzirana u unutarstaniénim zrncima 1 S$iri se
trenutno i brzo tezeci egzocitozi. Unutar zrnaca kalcijevi ioni neutraliziraju negativan naboj
zastupljen na mucinima. Tijekom egzocitoze kalcijevi ioni prolaze kroz membranske pore i
naboji vise nisu neutralizirani. Odbijanje polianionskih naboja i posljedi¢na hidracija dovode

do Sirenja gela.
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1.1.3. Reologija sluzi

Odgovor tekucine na silu smicanja definiran je viskoznos$¢u (otpornoscu na tok) i elasti¢noséu
(krutos$¢u). Sluz se ponasa razli¢ito pod visokim i niskim smicanjem: pod niskim smicanjem
ponasa se poput elastiéne krutine i vraca oblik nakon izvjesnog vremena dok pod visokim
smicanjem djeluje kao viskozna tekuéina koja se na kraju ireverzibilno deformira. Nakon
stresa, viskoznost i elasti¢nost obnavljaju se unutar par sekundi. Viskoznost, elasti¢nost i
konzistenciju sluzi odreduje stupanj hidracije te je normalna sluz u diSnom sustavu nalik na
bjelanjak jajeta. Isto tako, stupanj hidracije je odreden tipom bo¢nih lanaca glikana na mucinu
kojemu povecava tezinu i do sto puta. Mukus ¢e u vodi nabubriti i u potpunosti se otopiti. Soli
u postotku manjem od 1% smanjuju viskoznost, dok multivalentni kationi, poput kalcija i
magnezija, mogu poremetiti mukozni gel i uzrokovati umrezavanje mucinskih monomera.
Viskoznoelasti¢nost sluzi takoder odreduje i pH; pH disne sluzi (nosne, pluca) nalazi se
unutar neutralnog raspona (7,0-7,4 (Jayaraman i sur., 2001; Hehar i sur., 1999)), sluz oka je
blago bazi¢na (7,8 (Greaves i sur. ,1993)), dok je vaginalna sluz u rasponu 3,5-4,5 (Cone,
2009). Najvise promjena u pH uocljivo je duz probavnog sustava gdje pH varira 2,0-8,0
(Lambert, 1994). Pri niskom pH, proizvodnja mucinskih vlakana opada i ona se udruzuju
tvore¢i guscu mucinsku mrezu u Zelucu nego u dvanaesniku. Nadalje, viskoelasti¢nost
povecéavaju proteini poput 1aA i IgM te lizozima. Najveée odstupanje u reoloSkim svojstvima
vidljivo je kod cervikalne sluzi koju ¢ine razli¢iti tipovi sluzi; uglavnom G-, L-, S-, P- i F-
mukus (Sharif i Olufowobi, 2006). G-mukus nastaje pod utjecajem progesterona, a sadrzi
epitelne stanice i leukocite 5% od svakih i tvori mukozni Cep. L- mukus suh pokazuje
granajuci obrazac, a nastaje u odgovoru na rastuée razine estrogena te gradi skelu za tekuéi S-
mukus. S-mukus tvori iglicaste kristale, vrlo je teku¢ i blago alkalan. Visoke razine estrogena
stimuliraju njegovo stvaranje, a noradrenalin mu odrzava tok. P-mukus takoder pokazuje
granajuce sklonosti nalik na L-mukus, no za razliku od njega sadrzi i mukoliti¢ke enzime.
Stvaranje mu potie pad razine estrogena u prisustvu visoke razine noradrenalina, a najvece
stvaranje moguée je zamijetiti u ovulaciji. Sastav razli¢itih tipova sluzi omogucava velike

promjene u konzistenciji cervikalne sluzi u razli¢itim fazama menstruacijskog ciklusa.

U tkivima su eksprimirane razli¢ite grupe mucinskih gena koje dovode do velike raznolikosti
U sastavu sluzi na razli¢itim dijelovima tijela. Nadalje, na svojstva sluzi utjecu pH, koli¢ina
ne-mucinskih sastavnica i duljina mucina te tako stvaraju izrazene razlike unutar pripadnika
iste vrste. Unato€ raznolikosti utjecajnih faktora, reolosko ponaSanje ljudske sluzi priblizno je

jednako. To pravilo vrijedi za neovulacijsku cervikovaginalnu sluz, dok ovulacijska sluz ima
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sto puta manju viskoznost. Za procjenu sli¢nosti u reoloskim svojstvima sluzi drugih vrsta,
veli¢ina organa pokazala se kao dobar pokazatelj. Zivotinjska sluz &esto se Koristi kao
zamjena za ljudsku sluz. Za probavni sustav preporuca se uporaba svinjske sluzi koja je po
svojim svojstvima sli¢na sluzi debeloga crijeva ¢ovjeka. Za disni sustav, reoloski najsli¢nija
covjeku jest sluz duSnika psa. S druge strane, unato¢ Sirokoj primjeni, sluz Stakora nije
najreprezentativnija u usporedbi s Covjekovom sluzi. Na primjer, viskoznost nazalne sluz
Stakora je deset puta manje viskoelasti¢na od ljudske. Dinamicka viskoznost zdrave ljudske
sluzi obi¢no je 1000-10 000 puta veca nego viskoznost vode. Stokes-Einsteinova jednadzba za
difuziju u homogenim tekuc¢inama predvida da ni virusi niti mnoge hidrofilne makromolekule
nisu sposobne prodrijeti u tekucdi sloj te viskoznosti. Jednako tako, dugo se smatralo da je
difuzija brojnih makromolekula kroz veée udaljenosti ili brzinom ve¢om od mukocilijarnog
klirensa jednostavno nemoguca. To se misljenje pocelo mijenjati s rastu¢im brojem dokaza o
velikom broju makromolekula koje brzo difundiraju kroz sluz. Opcenito, ukoliko je
viskoznost tekucine koja ispunjava pore sluzi jednaka viskoznosti vode, Cestice znatno manje
od prosjeka veli¢ine mukoznih pora imat ¢e postotak difuzije jednak onome vode uz

pretpostavku da ne prianjaju na sluz.

1.1.4. Debljina i fizioloska obnova sluzi

Pored biokemijskih razlika, parametar koji je takoder promjenjiv ovisno o mukoznoj povrsini
jest debljina mukoznog pokrova (tablica 2). Dok su reoloski parametri razlic¢itih dijelova
ljudskog tijela pretezito sli¢ni, debljina sluzi znacajno se razlikuje. U oku, za prekornealni
suzni film koji pokriva konjunktivu neko¢ se smatralo da je ~5 um debljine (King-Smith i
sur., 2004), ali novije studije su pokazale da je njegova debljina bliza brojci 30-40 pm.
Nazalna sluznica biljezi vrlo tanak sloj sluzi (5,5-15 pum). U di$nim putevima postoji
regiospecificne razlike u debljini u rasponu od 7-70 pm. Uzimajuéi to u obzir, prosjecna
debljina mukoznoga sloja u usnoj Supljini, izraCunata na temelju ostatnog volumena sline
nakon gutanja (0,77 ml), volumena prije gutanja (1,07 ml), kao i ukupne povrSine usta
odrasloga ¢ovjeka (214,7 £12,7), varira izmedu 70 i 100 um. Sloj sluzi u probavnom traktu
mnogo je deblji pri ¢emu moze doseéi debljinu i do 1 mm u debelom crijevu. Debljina
probavne sluzi moze se mijenjati i pod utjecajem probavne aktivnosti. Primjerice, nedostatak
dijetnih vlakana dovodi do znaCajnoga smanjenja debljine sluzi kod Stakora (Brownlee i sur.,

2003). Debljina cervikovaginalnog sloja sluzi prosje¢no iznosi 200 pum.
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Mukozni klirens takoder pokazuje izvjesne razlike. Tok suza vrlo je brz s klirensom u rasponu
od nekoliko sekundi, dok fizioloska izmjena mukoznog sloja u oku traje 15-20 sati (Ludwig,
2005). Nazalna sluz zamijeni se novom kroz 20 minuta, a klirens sluzi u disSnim putevima
iznosi 1 mm/min te raste s ve¢om hidratacijom. FizioloSka obnova cervikovaginalne sluzi
traje satima, a probavna sluz u potpunosti se obnovi nakon 20 sati. Uzimajué¢i u obzir
koeficijent difuzije nepresvucenih estica lateksa veli¢ine 59-1000 nm koji iznosi 0 pm?/s u
neovulacijskom cervikovaginalnoj sluzi i sli¢cna reoloska svojstva ljudske sluzi, moze se
zakljuciti da se te Cestice uklanjaju unutar par minuta do nekoliko sati ovisno o anatomskom

polozaju unutar tijela.

Tablica 2. Probavna sluz opcenito se sastoji od dva sloja: temeljnog, “stacionarnog‘ ili
., Cvrsto vezanog,, sloja te luminalnog, “pokretnog* ili , neurednog* sloja, no najveci broj
citiranih referenci navodi samo jednu vrijednost debljine mukoznog sloja. Matsuo i sur.
navode debljine kako vanjskog, tako i unutarnjeg mukoznog sloja; u slijepom crijevu
unutarnji sloj je izmjeren na 5,6 +/-0,2 um; u debelom crijevu 4,7+/- 1,4 um za uzlazno
crijevo, 7,0+/-3,7 um za poprecno crijevo i 7,6+/-3,4 um za silazno crijevo, te u rektumu

12,7+/-6,0 um.

® A= uzlazno debelo crijevo, B=poprecno debelo crijevo, C=silazno debelo crijevo

Type of Average Reported thidknesses (um)
Mucus thickness (pm)
Respiratory
Airway 15 7 [64,66]; 30 [65]
Bronchial 55 55+5 [67]

Gastrointestinal

Gastric 170 144+52 [208]; 192+ 7 [209]

leal 10 10 [74]

Cecal 37 36.7+72 [72]

Colonic® 100 39.149.9(A), 5754145 (T), and 69.6+32.1 (D)[72]:

79+40[74]; 100-150 [68]; 107+48 (A-T)and 134+ 68
(T-D) [73]; 110-160 [69]

Rectal 125 1015+80.3 [72]; 155+ 54 [73]
Ocular
Mucus 0035 0.02-0.05 [77]
layer {only)
Tear film 5 3 [77]; 6-7 [76]
40 34-45 [78]

Sluz se neprestano izlucuje, potom se $iri, odbacuje, razgraduje i reciklira. Njen zivotni vijek
je kratak; svega nekoliko minuta do nekoliko sati (tablica 3). Najbrza fizioloska obnova

uocena je na povrSinama s najtanjim slojem sluzi, $to se pripisuje moguc¢em evolucijskom
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odgovoru s ciljem poboljSanja zastitnog svojstva sluzi. U nosnom traktu, cilijarno kretanje
prenosi sluz od prednje prema straznjoj regiji nosne Supljine, pomicuc¢i uhvacene Cestice i
potencijalno toksi¢ne materijale k nazofarinksu. Tok sluzi iznosi oko 5 mm/min, a mukozni
sloj se obnavlja priblizno svakih 20 minuta. Luminalni gel sloj diSnog sustava na isti nacin se
zamjenjuje svakih 10 do 20 minuta te tako osigurava ucinkovito odstranjivanje Cestica
udahnutog zraka. S druge strane, smatra se da se sol sloj disne sluzi uklanja brze nego kruti
luminalni gel sloj. Neprestano lucenje i uklanjanje peristaltickim silama dovodi do brze
metaboli¢ke izmjene, u rasponu od 4 do 6 sati u probavnoom traktu Stakora (Galindo-
Rodriguez i sur., 2005) Sto je vrlo sli¢no brzini kod ljudi. Sluz se u vagini odstranjuje
unutarabdominalnim tlakom kao i abdominalnim pokretima koji priljubljuju vaginalne
stijenke. Fizioloska obnova suza u oku u normalnim fizioloskim uvjetima iznosi 13- 20% po
minuti dovode¢i tako do gotovo potpunog odstranjivanja molekula i Cestica unutar oka.
Razumijevanje debljine i klirensa mukoznog sloja na razli¢itim mukoznim povrSinama
neophodno je za razvoj Cestica koje ¢e prevladati mehanizme odstranjivanja buduc¢i da moraju

prodrijeti u sluz znatno brze od procesa uklanjanja i obnavljanja.
Tablica 3. Vrijeme i brzina klirensa sluzi u organiznu.
# Nije dostupno.

Klirens je mjeren uporabom bronhoskopske ili roentgenografske metode koja opcenito
dovodi do visokih vrijednosti klirensa, vjerojatno zbog invazivnosti postupka (Wanner i sur,
1996; Yeates i sur., 1981).

Vrijeme klirensa procijenjeno je temeljem uklanjanja razlicitih molekula s povrsine oka.

Type of mucus Clearance time (min) Clearance rate (mm/min) Ref.
Respiratory
General 10-20 : [32]
Maxillary sinus  20-30 : [32]
Nasal 8.8 a [213]
: 5-11 [80]
20 5 [79,214,215]
Tracheal ! 41+19 [216]
: 4.7 (range: 3.5-6) [216-222]
! 15.5 (range: 4.5-30)" [223-230]
Bronchial : 2405 [217]
Small airways ! 1 [231]
Ocular 5-7.7° : [56]

14



1.2. MUKOPENETRATIVNE NANOCESTICE

1.2.1.Sudbina konvencionalnih nanodestica

Nakon primjene na razli¢ita mukozna tkiva, konvencionalne nanocestice obi¢no bivaju
zarobljene u sluzi putem steri¢kih ili adhezivnih sila te se brzo eliminiraju mukocilijarnim
klirensom. U probavnom sustavu, primjerice, nanocestice dostavljene oralno mogu: (1) biti
udruzene s himusom i tako se izravno transportirati kroz probavni trakt te se eliminirati
fecesom; (2) prianjati na mucinska vlakna, podle¢i mukoznom Klirensu i eliminirati se
fecesom ili (3) se transportirati kroz mukozne pore kako bi im se osigurao moguci ulazak u
temeljni epitel ili produljeno vrijeme boravka u nepokretnom sloju sluzi. U pravilu, veéina
primijenjenih ¢estica ne prianja niti prolazi kroz mukozni sloj probavnog trakta, ve¢ se
zajedno sa sadrzajem transportira Kroz probavni trakt. Posljedi¢no kratko vrijeme prolaska
kroz probavni trakt moze se negativno odraziti na oslobadanje znacajnije frakcije
uklopljenoga lijeka iz Cestica, stoga je u brojnim slucajevima onemoguceno postizanje visoke
lokalne koncentracije lijeka u duljem vremenskom periodu, a to dovodi do smanjene

bioraspolozivosti i lose uc¢inkovitosti lijeka.

Kako bi se nadvladalo kratko vrijeme prolaska, istrazivanja su se usmjerila na smanjenje
frakcije lijeka je podlozna uklanjanju sa sluzi. Bioadhezija opisuje stanje u kojemu se dva
materijala, od kojih je barem jedan po prirodi bioloski, drze zajedno putem medupovrsinskih
sila produljeni vremenski period. Ukoliko je supstrat sluz, a ne bioloska membrana, koristi se
termin mukadhezija. Mukoadhezija usporava prolazak Cestica kroz probavni trakt ovisno o
brzini obnove sluzi te na taj nacin poboljSava apsorpciju lijeka. Razvoj mukoadhezivnih
terapijskih sustava trenutno je najistaknutiji pristup povecanju mukozne dostave lijeka.
Materijali koji omogucavaju mukoadhezivna svojstva su sintetski ili prirodni polimeri. Ti se
polimeri koriste u razli¢itim vrstama sustava dostave poput tableta, prasaka, filmova, masti,
gelova i flastera. Lijekovi uklopljeni u te nosace oslobadaju se na mjestu djelovanja. I dok je
lokalna primjena takvih nosata moguca za oko, bukalnu Supljinu, vaginu i rektum,
mukoadhezivne nanoc¢estice mogu takoder poboljsati dostavu putem probavnog trakta, gdje

nije moguca lokalna primjena mukoadhezivnih nosaca.

Mukoadhezija se sastoji od dvije faze: kontakta i sjedinjenja. U prvoj fazi, na Cestice djeluju
odbojne sile (osmotski tlak, elektrostatsko odbijanje) i privla¢ne sile (van der Waalsove sile,
elektrostatska privlacenja). Kad dcestice nadvladaju odbijanje, prva faza zavrSava i

mukoadhezivnim molekulama vlaznost omogucava tvornu slabih van der Waalsovih i
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vodikovih veza sa sluzi. To se moze postici interpenetracijom lanaca i tvorbom sekundarnih
veza. Alternativno, Cestice mogu dehidrirati sluz dok se ne postigne osmotska ravnoteza i

sjedini adhezivnu vezu.

Veliki utjecaj na jac¢inu mukoadhezije ima molekulska masa polimera. Za polietilen glikol
molekulske mase 20 000 mukoadhezija je zanemariva, molekulske mase 200 000 poboljsana,
a izvrsna pri molekulskoj masi 400 000 (Roy i sur., 2009). Zbog bolje penetracije/permeacije
u sloj sluzi, dugi lanci omogucavaju bolju adheziju od kratkih polimernih lanaca. Smanjena
elasti¢nost lanaca dopusta bolju difuziju vode, poboljsava hidraciju i ulazak Cestica. Prostorni
raspored polimernih lanaca dodatni je ¢imbenik pri mukoadheziji. Koncentracija polimera
posjeduje optimum specifican za primjenu jer niske koncentracije umanjuju mukoadhezivnu
snagu, dok visoke koncentracije ometaju difuziju otapala. Bioloski ¢imbenici poput pH i
ionske jakosti, odreduju vodikove veze i elektrostatske interakcije polimera i sluzi. Kationski
polimeri (kitozan) reagiraju s glikoproteinima sluzi samo u neutralnom i alkalnom pH.
Anionski  polimeri  (karbomeri, karboksimetilceluloza i alginat) tvore hidrofobna
medudjelovanja, vodikove i van der Waalsove veze. Neionski polimeri
(hidroksipropilmetilceluloza, hidroksimetilceluloza i metilceluloza) opéenito pokazuju slaba
mukoadhezivna svojstva. Tiolirani polimeri tvore disulfidne veze s domenama mucina
bogatim cisteinom. Lektini se reverzibilno vezu na Secerne/ugljikohidratne ostatke.
Mukoadhezivne nanocestice razvijene su s namjerom da produlje zadrzavanje i pobolj$aju
apsorpciju lijeka. U okularnoj dostavi, nanocestice se mogu smjestiti u suzni film i prianjati
na sloj sluzi blizu epitela roznice te tako izbje¢i odstranjivanje putem suza (Sahoo i sur.,
2010). Uloga mukoadhezivnih polimera u prekidu tijesnih veza, ipak nije u potpunosti jasna.
Dok neke studije pokazuju da i otopine kitozana i oblaganje kitozanom uzrokuje kratkotrajno
otvaranje ¢vrstih medustaniénih veza (Rodrigues i sur., 2012), druge smatraju da samo

protonirani topljivi kitozan pokazuje to svojstvo (Issa i sur., 2005).
Oralna primjena

Primjena mukoadhezivnih nanocestica oralnim putem ukljucuje sistemsko lijeCenje cijelog
niza bolesti. Lokalna primjena takoder je moguca, primjerice, kao primjena tioliranih
nanoCestica s kitozan polimetakrilnom kiselinom ispunjenih metronidazol benzoatom u
periodontalnoj bolesti (Saboktakin i sur., 2011). In vitro i ex vivo studije pokazuju bolje
prianjanje i prijenos lijeka za kitozan, tiolirani kitozan, kitozan 4- tiobutinamidinske

konjugate, Cestice tiolirane hidroksietil celuloze te bolju ucinkovitost in vivo N- metil
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kitozana, poloksamera 188 s kitozanom, Kkitozan/dekstran sulfatnih Cestica (tablica 4).
Nekoliko vrsta mukoadhezivnih nanocestica poboljSavaju dostavu inzulina. Ipak, nije potpuno
jasno moze li inzulin prijeéi intestinalne barijere kao netaknuta funkcionalna molekula jer se
intestinalna sluz, uz svoja mehanic¢ka svojstva, ponasa i kao enzimska barijera (Aoki i sur.,
2005). | druge molekule koriste se za dobivanje mukoadhezivnih nanocestica za oralnu
dostavu. Takvi pristupi podrazumijevaju, primjerice, pektinske liposomalne nanokomplekse
(Thirawong i sur., 2008) .

Okularna primjena

Dostava lijeka u oko iskljucivo je lokalna. Na taj se nacin primjenjuju protuupalni, antiviralni,
antibakterijski, antifungalni, antialergijski lijekovi, kemostatski lijekovi te male molekule koje
snizavaju intraokularni tlak. Dodatno, inzulin se koristi kako bi lije¢io dijabetiCku
retinopatiju. Razli¢ite nemukoadhezivne nanocestice s poli(butil)cijanoakrilatom ili
polilaktidom pokazuju poboljsanu dostavu i produljenu uéinkovitost kod lokalne okularne
primjene (Jain, 2008). Penetracija/permeacija kroz cijeli suzni film pozitivho nabijenih
nanoCestica bolja je nego negativho nabijenih. Ex vivo studije pokazuju produljeno
zadrzavanje i dostavu s kitozan/dekstran sulfatom, tioliranim kitozanskim nanocesticama i
poliamidoaminskim dendrimerom G3.0 vezanog s PEG-om (tablica 4). Poboljsana dostava in
vivo postignuta je s lecitinom/kitozanom, poli(amidoamiskim) dendrimerom, sulfobutileter-B-
ciklodekstrin kitozanom, nanoc¢esticama s natrijevim alginatom, Eudragitom RS100 i RL 100

obloZenim hijaluronskom kiselinom 1 kitozan/hijaluronska kiselina nanoc¢esticama.

Primjena u disni sustav

Intranazalna dostava pogodan je put dostave peptida u mozak. Nju$ni zivac izravno je
povezan s mozgom i omogucuje zaobilazenje krvno- mozdane barijere. Prasci, gelovi,
tekucine, sprejevi 1 mikrocestice koriste se kako bi dostavili peptide poput dezmopresina za
lijeCenje bolest poput dijabetesa insipidusa i noéne enureze, oksitocina za poticanje dojenja i
apomorfina kod Parkinsonove bolesti. Ne- peptidni lijekovi , poput sumatriptana i
zolmitriptana nazalnom primjenom koriste se u lijeCenju migrena (Singh i Sateesh Madhav,
2012). Nanocestice s tioliranim kitozanom i aglutininom iz pSeni¢nih klica modificirane
PEGiliranom polimlij¢nom kiselinom koriste se u dostavi malih peptida (tablica 4). Veci
peptidi poput inzulina uspjesno se dostavljaju u Stakorima s dijabetesom putem nanocestica s

kitozanom, PEGiliranim- graft- trimetilkitozanom, amino modificiranim poli(vinil alkoholom)
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umrezenog s poli(L- laktatom). Jos$ jedno vazno podrucje je i mukozno cijepljenje gdje se kao
obecavaju¢i kandidat isticu nanocestice s kitozanom krizno vezane s polianionskim
ciklodekstrinom (sulfobutil-p-ciklodestrin ili karbometil-p-ciklodekstrin) (Csaba i sur., 2009).
Oblaganje s kitozanom povecalo je u¢inkovitost cijepljenja na primjeru razine izlucenog IgA.
Unato¢ snaznim mukoadhezivnim svojstvima, primjena uobicajenih lektina ogranicena je
zbog toksic¢nosti i imunogenicnosti. Opcéenito, dostava nanocestica bez uklapanja u bronhe ili

duboko u pluéa nije prakti¢na zbog smanjene dimenzije, a, stoga, i malog trenja.
Vaginalna primjena

Glavna indikacija za vaginalnu primjenu jest lokalna zaStita od bakterijskih, gljivi¢nih i
virusnih infekcija. Postojea dostava temelji se na primjeni mukoadhezivnih filmova i
flastera, dok se nanocestice rijetko koriste. Ipak, PGLA cestice oblozene avidinom ili PEG-
om poboljsavaju dostavu (Cu i sur., 2011) . Nanocestice temeljene na kitozanu veli¢ine

izmedu 180-190 nm omogucavaju bolju dostavu tenofovira kroz svinjsku vaginalnu sluznicu

(Meng i sur., 2011).
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Tablica 4. Primjeri za uspjesnu dostavu lijeka nanocesticama s mukoadhezivnim,

mukopenetrativnim i mukolitickim svojstvima.

Moechani=m Drug compound Materialicomposition Maodel Route Ref.

Adhesive Low molecular weight heparin N-trimethy] chitosan Rat intestine Oral |80]

Adhesive Alendronate Chitosan-coated lippsomes Caco-2 monolaver Oral |81)

Adhesive Dacetaxel Chitosan-coated methyl-b-cyclodextrin Rat intesting Oral |82]
(polyisobatyloyanoacrylate)

Adhesive Docetaxol Thiolated chitosan coated methyl Rat intestine Oral 183]
methacrylate

Adhesive MNone Chitosan-4-thichutylamidine conjugates Porcine small intestine Oral |84]

Adhesive Fluorescein isothiocyanate dextran Thiolated hydroxyethyl cellulose Porcine small intestine, Oral |85]

Caco-2 cells

Adhesive In=ulin Carboxylated chitosan and poly(methyl Rat Oral |84
methacrylate)

Adhesive Insulin Chitosan-insulin polyelectrolyte complexes Rat Oral |87]
suspended in oilv phase

Adhesive In=ulin Chitosan-based poloxamer 188 Rat Oral |&E]

Adhesive Insulin Chitosan/dextran sulfate NPs Rat intesting Oral |89]

Adhesive Insulin Alginatefchitosan Rat Oral |90

Adhesive Fluorescein Chitosan Rabbit comea Ocular [91]

Adhesive Cvclosporin Chitosan Rabhit Ocular [92]

Adhesive Insulin Chitosan and carbopol-coated Rat Ocular 193]
multivesicular liposomes

Adhesive Hetaxolol hydrochloride Chitoszan Rabhit Ocular [94]

Adhesive Fluorescein isothiocyanate Chitosan-dextran sulfate Rabbit cornea Ocular [95]

Adhesive Fluorescein isothiocyanate Thiodated chitosan sodium alginate Rat cornea Ocular [96]

Adhesive Matamycin Lecithinichitosan NPs Rabhit Ocular [97]

Adhesive Pilocarpine nitrate and tropicamide Poly(amidoamine) dendrimer Rabbit Ocular |9E]

Adhesive Brimonidine and timolol maleate Dendrimer G3.0 tethered with PEG Bovine comea Ocular |99

Adhesive Econarole Sulfobutylether-F-cyclodextrin chitosan Rabhit Ocular | 1)

Adhesive Brimonidine tartrate Sodium alginate Rabhit Ocular |101]

Adhesive Dorrolamide hydrochloride and Chitosandhyaluronic acid Rabhbit Ocular | 1oz)

timolol maleate

Adhesive Diclofenac Chitosan-coated liposomes Rabhit Ocular |103]

Adhesive Catifoxacindprednisolone Hyaluronic acid-coated Eudragit RS100 and ~ Rabbit Ocular 104
RL10O

Adhesive Plasmid DMNA Hyaluronic acidichitosan Rabbit cornea Ocular | 105]

Adhesive Fexofenadine Chitosan-coated lippsomes Rat Masal | lios)

Adhesive Plasmid DMNA PLCA: poloxamer and PLGA: poloxaming Rat Masal | 107)
blend nanostructures

Adhesive CHanzapine Poloxamer 188 or 407 nanocubic vesicles Rat Masal | 10&]

Adhesive Coumarin-f ‘Wheat germ agelutinin modified PEG-PLA Rat Masal | 1o

Adhesive Coumarin-6 Solanun tuberosum lectin-conjugated PLGA  Rat Masal |110]

Adhesive Insulin PEC-grafted chitosan Rabhit Masal [111]

Adhesive In=ulin Chitosan Rat Masal 1112)

Adhesive Insulin Amine-modified poly{vinyl Rat Masal [113]
alcohol -graft-poly(L-lactide)

Adhesive

Adhesive Insulin S-arylamidophenylboronic Rat Masal [114]
acid-N-acetylglucosamine-copolymer

Adhesive Leuprofide Thiodated chitosan Porcine nasal muocosa Masal 1115]

Adhesive Vasointestinal active peplide ‘Wheat germ agelutinin modified PEG-PLA Rat Masal |118]

Adhesive Vaccination Chitosan phosphatidylcholine-cholesterol- Mouse Masal [117]
stearyl-aming liposomes

Adhesive Theophylline Thiodated chitosan O A-challenged mice Masal |118]

Adhesive Low molecular weight heparin Chitosanhyaluronic acid Rat mast cells Bronchial — [71)

Penetrating  Coumarin-6 PLGA with PEG or avidin-coating Mouse Vaginal [72]

Penetrating  Tenofovir Chitosan Porcine vaginal mucosa Vaginal 73]

Penetrating  DNA Poly(d.-lactic-co-glveolic) acid (PLOA) + Porcine intestinal mucus Oral [43)
dimethyldicctadecylammonium bromide

Penetrating ~ MNone PEGylated solid lipid Caco-2HT29, rat Oral 1)

intestine
Penetrating  Coumarin 6 PF127-inlaid liposomes Caco-2 monolaver Oral [45]
Lytic Fluorescein isothincyanate dextran Polyelectrolyte complex of spermidine with  Caco-2 monolayer, rat Oral |74

polyacrylic acid

intestine

Mnogi su istrazivaci pokusali povecati mukoadheziju Cestica s namjerom da poveéaju njihovo
odlaganje na povrsini sluzi. Kako bi se povecao kontakt sa sluzi, razvijaju se razliciti sustavi
dostave lijeka koji pritom obuhvaéaju razli¢ite sile izmedu sluzi i nanocestica, ukljucujuci
vodikove veze, van der Waalsove sile, interpenetraciju polimernih lanaca, hidrofobne sile i

elektrostatska/ionska medudjelovanja.
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Elektrostatsko medudjelovanje jedno je od najkoristenijih oblika mukoadhezije, dokazanom
na kitozanu, kationskom polimeru dobivenom deacetilacijom hitina za primjenu na usta ili u
nos. Cestice sintetizirane iz uobi¢ajenih materijala poput poli(etilenglikola), polikarbofila ili
karbopola (derivata poli(akrilne Kkiseline)), polimetakrilata i poli(sebi¢ne kiseline) mogu
posti¢i mukoadheziju stvaranjem vodikovih veza, interpenetracijom s mucinima, hidrofobnih
medudjelovanja ili kombinacije navedenoga. Vezanje navedenih biomaterijala sa sluzi obicno
se smatra nespecificnim zbog nedostatka bioloskih molekula koje omoguéavaju
prepoznavanje i vezanje specifiénih meta na sluz ili povrsinu sluzavog epitela. Alternativno,
mukoadheziju je moguce posti¢i 1 putem liganada koji prepoznaju pojedine mucinske
glikoproteine. Primjerice, lecitini rajcice, koji specifi¢no prepoznaju i vezu se na komplekse
koji sadrze N-acetil glukozamin na stanicnoj povrSini, prvi su testirani u specificnim
medudjelovanjima s probavnim tkivima (Woodley, 2001). Ipak, uoéen je vrlo mali napredak u
probavnom vremenu prijenosa lecitina rajéice u usporedbi s drugim mukoadhezivnim
sustavima, $to se opravdava Cinjenicom da postoji snazna povezanost lecitina na gel sluzi

umjesto na epitel (Montisci i sur., 2001).

lako je mukoadhezija obecavajuci pristup kojim bi se osigurao porast bioraspoloZivosti
dostave lijeka putem mukoznih tkiva, uofena su razli¢ita ograni¢enja. Budu¢i da su
mukoadhezini sustavi vezani za sloj sluzi preko medudjelovanja s mucinskim vlaknima,
vrijeme zadrzavanja ovih sustava odredeno je fizioloskom obnovom sloja sluzi. Za oralnu
dostavu, uzimajuci u obzir da je vrijeme fizioloske obnove probavnih mucina izmedu 50 1 270
minuta, od mukoadhezivnih Cestica se ne ocekuje da budu vezane na sluz dulje od 4 do 5 sati.
Nadalje, kako se mukoadhezivni sustavi u velikoj mjeri vezu na sluz, nesposobni su prodrijeti
kroz sloj sluzi i u¢i u epitel. Stoga su mukoadhezivni sustavi posebno neprikladni za dostavu
lijeka ili gena koji zahtijevaju unutarstani¢nu isporuku. Kako bi se nadvladali navedeni
problemi, pokusalo se na razli¢ite nacine razviti Cestice koje ¢e specificno prianjati na
probavne stanice, kao $to je dokazano konjugacijom lecitina rajéice s nanocesticama. Ipak,
takve ligand-vezane Cestice imaju ogranic¢enu sposobnost difundirati kroz sloj sluzi i, umjesto
toga, podlijezu preranoj adsorpciji na sluz (Montisci i sur. 2001). Stoga, takvi sustavi
neucinkovito dopiru do povrSine enterocita , te se, umjesto da se vezu na sluz, prenose kroz
probavni trakt i eliminiraju fecesom. S ciljem rjeSavanja takvoga problema i postizanja duljeg
vremena zadrZavanja Cestica na mukoznoj povrsini, glavni zahtjev jest razvoj Cestica koje ¢e

uc¢inkovito prodirati kroz mukoznu barijeru (slika 6).
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Slika 6. Sazeti shematski prikaz sudbine mukopenetrativnih (MPP) i konvencionalnih

mukoadhezivnih cestica (CP) primijenjenih na mukoznu povrsinu.

1.2.2. Tehnologije izrade mukopenetrativnih nanocestica

Unato¢ Sirokoj uporabi, mukoadhezivni sustavi imaju svoja ograni¢enja. Fiziolo§ka obnova
mucina, fizioloski uvjeti i iritativni uc¢inak mogu dovesti do neucinkovite dostave.
Mukoadhezija uzrokuje znac¢ajan poremecaj mukozne barijere (Wang i sur., 2011; Mc Gill i
Smyth, 2010). Vaznost razaranja mukozne barijere koja dopusta invaziju patogena, do sada
nije dovoljno razjasnjena. Zbog mogucih problema s poremecajem barijere, rijetko se koriste
mukoliticke Cestice. Velike kationske nanocestice pri visokim koncentracijama mogu stvoriti
velike kanale pomocu snaznih elektrostatskih medudjelovanja. Lokalni poremec¢aj mukozne
barijere uzrokuju nanocestice < 200 nm s poli(akrilnom kiselinom) 1 mukoliti¢kim enzimom
papainom. U novije vrijeme, razvijena je nova strategija u kojoj je integritet sluzi u potpunosti
o€uvan, a nanocestice, zahvaljuju¢i gustom PEGiliranju, prolaze sloj sluzi. PGLA nanocestice
oblozene s konjugatima vitamina E i PEG-a prolaze ljudsku sluznicu i sposobni su

kontrolirano otpustati paklitaksel u trajanju preko 5 dana. Takav se pristup pokazao
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ucinkovitim kod dostave PGLA- nanonosaca ispunjenih aciklovirom u mi$ju vaginu.
Mukopenetrativne Cestice takoder su ucinkovitije od otopina za dostavu gena (Yu i sur.,
2012). Na temelju dugog iskustva s mukoadhezivnim sustavima i podataka o
mukoadhezivnim nanocesticama razumno je zakljuciti da takva strategija poboljSava dostavu
lijeka kroz/u epitel prekriven sluzi. S druge strane, razlike u strukturi sluznice i metabolickoj
izmjeni na anatomski razli¢itim polozajima u ljudskom tijelu ukazuju da razli¢iti tipovi
nanocestica mogu biti prikladni sustavi za dostavu lijeka. Dok mukoadhezivne nanocestice
mogu biti prikladne za podru¢ja s nizom metaboli¢kom izmjenom sluzi, kao u probavnom
sustavu, mukopenetrativne nanocestice prikladnije su za sluznice s viSom metabolickom
izmjenom , poput cerviksa. PatoloSka stanja popracena hipersekrecijom sluzi mog biti
indikacija za mukoliti¢ke nanocCestice. U zdravom stanju takve nanocCestice, ipak, nisu toliko
prikladne jer mogu uzrokovati neocekivani slom mukozne barijere te tako pogodovati invaziji

patogena.

Trenutno, ¢ini se da se mukopenetrativne Cestice kao formulacijska strategija razvijaju znatno
brze nego mukoadhezivne Cestice. Idealna kombinacija mukoadhezivnih i mukopenetrativnih
svojstava omogucila bi visoku lokalnu koncentraciju u lumenu tankoga crijeva i posljedicno

visoki koncentracijski gradijent za pasivnu difuziju kroz sluz.

Inspirirana studijom koja pokazuje da je difuzija virusa u vodi usporediva s onom u
cervikovaginalnoj sluzi, grupa znanstvenika predvodena Justinom Hanesom zapocela je rad
na mukopenetrativnim nanoCesticama. PovrSine mnogih virusa gusto su prekrivene
pozitivnim 1 negativnim nabojima, dok je ukupan naboj neutralan, §to zajedno s manjkom
hidrofobnih regija vjerojatno smanjuje medudjelovanje sa sluzi (Olmsted i sur,. 2001). Kao
strategija za postizanje takvih mukopenetrativnih povrsinskih svojstava koristi se PEGiliranje
Cestica, budu¢i da je polietilenglikol hidrofilan, nenabijen i1 biokompatibilan polimer.
Dokazalo se da mukozna penetracija PEGiliranih ¢estica ovisi o stupnju oblaganja povrsine i
duljini PEG polimera. PEGiliranje do razine od 40% s 2 000 PEG nije poboljsalo difuziju
Cestica u ljudskoj cervikovaginalnoj sluzi u usporedbi s kontrolnim Cesticama, dok Cestice
oblozene sa 65% PEG-a difundiraju gotovo 700 puta bolje nego manje obloZene cestice
(Wang i sur., 2008). Nadalje, pokazano je da PEGiliranje s PEG 2000 i 5000 rezultira brzom
difuzijom u ljudskoj cervikovaginalnoj sluzi u usporedbi s neobloZenim cesticama, dok PEG
10 000 rezultira mukoadhezijom buduéi da dugi PEG lanac vjerojatno stupa u interakciju sa

sluzi preko vodikovih veza. Osim toga, dokazano je da oblaganje PEG-om dovodi do
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poboljsane difuzije Cestica u mukoznim sekretima izoliranim iz drugih fizioloSkih podrucja.
Primjerice, nadeno je da PEGiliranje polistirenskih ¢estica promjera 100 i 200 nm dovodi do
15-35 puta veceg porasta u brzini difuzije u ljudskim di$nim putevima (Schuster i sur., 2013).
U sputumu kod cisti¢ne fibroze, brzina difuzije 200 nanometarskih PEGiliranih Cestica bila je
pet puta sporija u usporedbi s difuzijom u vodi, dok su nemodificirane Cestice u sluzi
difundirale 24 puta sporije. Obecavajuca in vivo istrazivanja takoder su objavila da oralna
primjena tri tipa PEGiliranih nanocestica kod Stakora vodi do porasta plazmatskih
koncentracija primijenjenog lijeka (Zabaleta i sur., 2012). Koristenjem PEG-a 2000, 5000 i
10000 pokazalo se da porast plazmatske koncentracije oblozenog paklitaksela obrnuto

proporcionalne molekulskoj masi polietilenglikola.
Uloga povrsinskog kemizma

Polistirenske nanocestice veli¢ine 59 nm, kovalentno modificirane karboksilnim skupinama
na povrSini potpuno su imobilizirane u ljudskoj cervikalnoj sluzi (Olmsted i sur., 2001).
Medutim, uoceno je da su neke Cestice, ¢ija je povrSina modificirana ili s karboksilnim 1ili s
amino skupinama, bile pokretne u sputumu oboljelih od cisti¢ne fibroze, ali je dalje skupni
prosjek brzine prijenosa ostao sporiji za barem 300 puta u usporedbi s istim Cesticama u vodi
(Dawson i sur., 2003). Takoder, uocen je i spori prijenos nanocestica kojima je povrSina bila
modificirana karboksilnim, sulfatnim ili amidnim skupinama, iako je najbrzi prijenos izmedu
te tri skupine zabiljeZen s najhidrofilnijom (amidnom) povr§inom (Norris i sur., 1997). S
druge strane, proucavanjem in vivo ponasanja nanocestica s povrsinom na¢injenom od lanaca
poli(N-izopropil akrilamida), poli(N-vinil acetamida), poli(vinil amina) ili poli(metakrilne
kiseline), uocen je porast mukoadhezije kod svih lanaca izuzev poli(N- vinil acetamida)
(Sakuma i sur., 2002). Porast mukoadhezije s razli¢itim hidrofilnim lancima pripisuje se
prisustvu tercijarnih amina koji su sposobni reagirati s anionskim komponentama sluzi. Iz
toga proizlazi da ne postoji jasan meduodnos izmedu kemizma povrSine sintetickih

nanocestica i njihove brzine prijenosa u sluzi.
Oblaganje Cestica s poli(etilen glikolom) niske molekulske mase

Vjerodostojno oponasanje mukoinertnih virusa podrazumijevalo bi razvoj sintetickih Cestica
sa sli¢no visokom gustocom i kationskih i anionskih povrSinskih nabijenih skupina. Unato¢
napretku tehnologije, modifikacija povrsine sinteti¢kih ¢estica u tom smislu je i dalje izuzetno

zahtjevna. Stovise, ¢ak i da je takav postupak ostvariv, gusto nabijene sinteticke Gestice mogle
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bi proizvesti imunogeni¢nost nalik onoj kod virusa. Kako bi se nadvladao sloZeni kemizam i
imunologija, izdvojene su znacajke visoko nabijenih neto neutralnih povrsina virusa kako bi
objedinile visoku hidrofilnost i neutralni naboj. Umjesto visoke gustoce nabijenih skupina,
pretpostavljeno je da nenabijena povrSina moze biti jednako mukoinertna kao i virusne
kapside tako osiguravajuci povrsini dovoljno hidrofilnosti i nisko vezanje vodikovim vezama.
Stoga je nacinjen probir kroz GRASS (generally regarded as safe) polimere koji bi zadovoljili

dvojne zahtjeve: (i) snazna hidrofilnost i (ii) neutralan naboj.

Poli(etilen glikol) (PEG) nenabijeni je hidrofilni polimer rutinski koriSten u farmaceutici kako
bi poboljsao sistemsku cirkulaciju i smanjio opsonizaciju (Allen i sur., 2004; Harris i Chess,
2003). Ipak, a priori nije bilo odmah uocljivo da PEG moze smanjiti vezu izmedu Cestica |
sluzi, pa je stoga PEG $iroko upotrebljavan kao mukoadhezivni posrednik. Brojne su studije
desetlje¢ima ukazivale na to da PEG poboljSava mukoadhezivna svojstva nanocestica, unato¢
tome $to je gustoca oblaganja s PEG-om nedovoljno istrazena. U svjetlu prethodnih otkriéa,
pretpostavlja se da oblaganje Cestica s PEG-om visoke gustoe moze smanjiti adhezivna
medudjelovanja Cestice-Sluz na nacin da je: (i) molekulska masa PEG-a dovoljno niska da
podrzi adheziju putem unutarnjeg prodiranja polimera (slika 7) i (ii) gustoca PEG-a dovoljna

da ucinkovito prekrije hidrofobnu srz slicno brojnim biorazgradivim polimerima.
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Slika7. Shematski prikaz (A) interdifuzije polimera uslijed kontakta i (B) interpenetracija

izmedu lanaca vezanih na povrsinu Cestice i mucinskih vlakana mukoznog gel sloja.

Suprotno izvjeStajima da je PEG mukoadhezivan, gusto oblaganje PEG-om, poboljSava

prijenos nanocestica za do 3 reda veli¢ine za Cestice u rasponu 100-500 nm (grafic¢ki prikaz
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Graficki prikaz 1. Prijenos COOH- i PEG- modificiranih polistirenskih Cestica u svjezoj
ljudskoj cervikovaginalnoj sluzi (CVM). Ukupna prosjecna geometrijska standardna
devijacija ( MSD) kao funkcija vremena za (A) COOH- i (B) PEG- modificirane polistirenske

Cestice u ljudskoj cervikovaginalnoj sluzi.

Velike nanocestice (promjera 200 i 500 nm) gusto oblozene PEG-om difundiraju kroz sluz s
efektivnim koeficijentom difuzije (Defr) Samo 6 i 4 puta sporije nego iste ¢estice u vodi. Veliki
napredak u brzini prijenosa nanocestica uslijed PEGiliranja korelira s o§trim padom u frakciji
nepokretnih Cestica za sve testirane veli¢ine; sluz je imobilizirala manje od 0.5% PEGiliranih

Cestica dimenzija 200 i 500 nm u usporedbi s 32 i 45% neoblozenih Cestica istih dimenzija.

Unato¢ zna¢ajnom napretku u prijenosu nanocestica uslijed njihove modifikacije PEG-om,
znacajna frakcija PEG-modificiranih ¢estica dimenzije 100 nm i dalje je nepokretna ili snazno
zadrZana u sluzi (Lai i sur., 2007). Neodgovaraju¢e PEGiliranje moze biti moguce objasnjenje

tog fenomena.

Kako bi se bolje shvatilo kako gusto¢a povrSinskog oblaganja PEG-om utjee na prijenos

Cestica te kako bi se razrijeSio paradoks izmedu prethodno opisanih mukoadhezivnih
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svojstava PEG-a i njegovih novijih mukopenetrativnih svojstava , ispitan je u¢inak gustoce
oblaganja i molekulske mase PEG-a na prijenos PEGiliranih Cestica u sluzi ( Wang i sur. ,
2008). Uoceno je 40% manje povrsinsko prekrivanje s PEG-om 2000, u usporedbi s
odgovaraju¢e oblozenim cCesticama PEG-om iste gusto¢e, dovodi do smanjenja u brzini
prijenosa za 700 puta. Cestice odgovarajuce prekrivene s PEG-om 5000 difundiraju jednako
brzo kao i one oblozene PEG-om 2000, ali daljnji porast molekulske mase PEG-a do 10 000
dovodi do sporijeg prijenosa za 1000 puta. Ti rezultati ukazuju na to da su i gustoca
povrsinskog oblaganja i niska molekulska masa PEG-a jednako vazni za brze prodiranje
PEGiliranih Cestica kroz sluz. Usporedbom brojnih studija o medudjelovanju PEGiliranih
Cestica sa sluzi, predviden je raspon molekulske mase PEG-a, kao i povrSinski naboj cestica

koji vjerojatno omogucava mukoinertno oblaganje (graficki prikaz 2).
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Graficki prikaz 2. Fazni dijagram meduodnosa izmedu ponasanja izmedu mukoinertnih i
mukoadhezivnih Cestica s obzirom na povrsinski naboj i molekulsku masu PEG-a razlicitih
PEGiliranih cestica (~200-500 nm velicine). Nemukoadhezivne PEGilirane nanocestice u
usporedbi s kontrolom (neobloZeni cCesticama) prikazane su praznim simbolima, dok su
mukoadhezivne u usporedbi s kontrolom prikazane ispunjenim simbolima. Zasjenjeno
podrucje predstavlja potvrdeni raspon molekulske mase PEG-a i zeta potencijala
nanocestica, dok iscrtkano podrucje predstavija dodatni predvideni raspon koji omogucava

mukoinertno oblaganje.
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Uz poboljsani prijenos, PEGiliranje moze povecati stabilnost ¢estica u sluzi. Ona je posebno

bitna kada Cestice trebaju difundirati kroz debeli sloj sluzi kako bi doprle do temeljnih stanica.
Implikacije na velike mukopenetrativne Cestice

Iznenadujuca je Cinjenica da je moguce naciniti Cestice veli¢ine 200 i 500 nm koje brzo
prelaze svjezu ljudsku cervikovaginalnu sluz. To izravno upucuje da prosjecna veli¢ina pora u
ljudskim cervikovaginalnim sekretima mora biti znatno veca no $to se to prije pretpostavljalo
i mora ukljucivati veliki broj pora s u¢inkovitim proredom znac¢ajno ve¢im od 500 nm. Vrlo je
malo vjerojatno da se brzi transport PEGiliranih Cestica zbiva zbog promjena strukture sluzi
jer je njihovo medudjelovanje sa sluzi od maloga zna¢aja. Umjesto toga, Cestice se vjerojatno
kre¢u u kanalima niske viskoznosti ili porama unutar sluzi (Dawson i sur., 2003). Nadalje,
budu¢i da su prethodno navedene Ccinjenice ispitane na svjezoj, nerazrijedenoj
cervikovaginalnoj sluzi koja je reoloski i rasporedom usporediva sa sluzi u diSnim putevima i
probavnom traktu (Lai i sur., 2007), moguce je da velike PEGilirane nanocestice brzo prolaze
i u drugim mjestima ulaska u tijelo, a koja su prekrivena sa sluzi. Male promjene u hidraciji
sluzi mogu neznaajno promijeniti brzine difuzije nanocestica u odnosu na one u svjezoj
cervikovaginalnoj sluzi buduci da prostor izmedu vlakana ne mora snazno ovisiti o hidraciji.
Brz mukozni prijenos velikih (200 i 500 nm) PEGiliranih Cestica bitan je za razvoj terapijskih
i dijagnostickih primjena in vivo. Vece nanocestice dopustaju znatno vece uklapanje lijeka,
kao 1 manju agregaciju uslijed susenja smrzavanjem. Uz to, kako veli¢ina Cestica napunjenih
lijekom raste, kinetika oslobadanja lijeka takoder se poboljSava, osiguravaju¢i ravnomjerno
otpustanje lijeka danima pa ¢ak i mjesecima zajedno s povecanom ucinkovitosti lijeka (Kim i
sur. 2006). S druge strane, manje Cestice podlijezu naglom oslobadanju uglavnom unutar par
sati nakon in vitro i in vivo primjene (Olmsted i sur., 2001). Ova bi otkri¢a mogla snazno
potaknuti komercijalni razvoj novih sustava dostave lijeka utemeljenog na nanocesticama za

primjenu na mukozne povrsine.

Iako se velike nanocestice radije koriste za poboljSavanje unosa lijeka i postizanje
produljenog oslobadanja, ipak postoji optimalna veli¢ina nanocestica za primjenu na sluznice.
Prevelike nanocestice, unato¢ dobrom oblaganju kako bi izbjegle mukoadheziju, ne moraju
difundirati dovoljnom brzinom da nadvladaju mukocilijarni klirens zbog povisenih sila trenja
opisanih Stokes-Einsteinovom jednadzbom. Budu¢i da se debljina mukoznog sloja i vrijeme
mukoznog klirensa razlikuju u mukoznim tkivima, zahtijevaju se razliite brzine difuzije

nanocCestica s namjerom da se nadvladaju razli¢ite mukozne barijere. Nadalje, oekuje se da
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porast u promjeru nanocestica smanji brzinu endocitoze za stani¢ni unos u temeljnom epitelu
(Lai i sur., 2007; Rejman i sur., 2004). Veli¢ina mukopenetrativnih nanoCestica, stoga, mora
biti optimirana uzimajuéi u obzir sve navedene parametre te ¢e vjerojatno varirati na temelju

zahtjeva razliCitih mukoznih tkiva.

Smatra se da ¢e moguénost uporabe polimernih nanocestica za kontroliranu dostavu lijeka ili
gena satima ili danima na sluznice dovesti do novih uc¢inkovitih lijekova. Trenutno, ipak,
takav proizvod ne postoji iz razloga $to konvencionalne ljekovite Cestice ne mogu prodrijeti
kroz ljudsku mukoznu barijeru koja brz odstranjuje uhvacene patogene i Cestice. Razvoj
mukopenetrativnih Cestica (MPP) s nemukoadhezivnom povrsinom koriste¢i lekcije naucene
na primjerima virusa, predstavlja moc¢nu strategiju za prevladavanje mukozne barijere.
Snaznom poticaju za komercijalni razvoj novih sustava dostave lijeka utemeljenima na
nanocesticama za primjenu na razli¢ita mukozna tkiva posebice pridonosi u¢inkovit transport
velikih MPP budu¢i da se kinetika dostave i ucinkovitost punjenja neizmjerno poboljsava
kako raste promjer Cestica. Na temelju toga, MPP nude perspektivu za kontinuiranu dostavu

razli¢itih potencijalno vaznih lijekova u lije¢enju bolesti mukoznoga tkiva.
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1.3.GANTREZ

Gantrez polimeri skupina su sintetickih kopolimera metil vinil etera (MVE) i anhidrida
jabucne kiseline (MA) Kkoje odlikuje netoksi¢nost, biokompatibilnost te izvrsna
bioadhezivnost u vlaznom okoliSu. Topljivi su u organskim otapalima poput alkohola,
aldehida, ketona, laktama i niskoalifatskih estera, a netopljivi su u alifatskim, aromatskim i
halogeniranim otopinama. Dolaze u Sirokome rasponu molekulskih masa, $to je vidljivo u
tablici 5. Unato¢ ¢injenici da se njihova primjena najviSe ocituje u proizvodima za oralnu
njegu, anhidridni prasci polimera nisu direktno pogodni za takve proizvode, nego se koriste

kao osnovni polimeri za izradu polimernih soli.

Tablica 5. Stupnjevi Gantrez polimera s pripadajuc¢im aproksimativnim molekulskim masama

i specificnom viskoznosti.

Grades Approximate Molecular Weight! Specific Viscosity 2
AN-119 130,000 0.1-0.5
AN-139 690,000 1.0-1.5
AN-149 1,250,000 1.5-2.5
2,000,000 RGeS R

Gantrez™ AN-169 u vodi je netopljivi bijeli prasak koji se lako dispergira u vodenome
mediju u kojemu postrani¢ni anhidridni lanci hidroliziraju kako bi stvorili transparentnu
otopinu dikiseline. Gantrez polimeri u obliku dikiselina dostupni su kao Gantrez S polimeri i
imaju Siroku primjenu u proizvodima za njegu usne Supljine. Primarno se koriste kako bi
osigurali produZeno zadrZavanje razli€itih antimikrobnih tvari i aroma iz zubnih pasta te za

fiksiranje zubnih proteza (www. ashland.com).
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Slika 8. Struktura Gantrez™ AN-169 polimera.

1.4. CEFIKSIM
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Slika 9. Struktura cefiksima.

Kemijsko ime cefiksima je (Z)-7-[2-(2-aminotiazol-4-il)-2-(karboksimetoksiimino)

acetamido]-3-vinil-3-cefem-4-karboksilna kiselina trihitrat.

Prema Europskoj farmakopeji cefiksim je bijeli ili skoro bijeli, blago higroskopni prah koji je
neznatno topljiv u vodi, tesko topljiv u dehidriranom alkoholu, gotovo netopljiv u etil acetatu
i slobodno topljiv u metilnom alkoholu. pH vrijednost 5%-tne suspenzije u vodi iznosi 2,6-

4,1. Cefiksim se ¢uva u hermetickim spremnicima zasti¢en od svjetla.

Svrstava se u treCu generaciju cefalosporina, polusintetskih antibiotika nastalih iz
cefalosporina C, prirodnog antibiotika kojeg stvara plijesan Cephalosporium acremonium.
Aktivna jezgra cefalosporina, 7-aminocefalosporanska kiselina vrlo je nalik na penicilinsku

jezgru, 6-aminopenicilansku kiselinu , a koja se sastoji od beta- laktamskog prstena spojenog

30



sa SesteroClanim dihidrotiazinskim prstenom 1 ima acetoksimetilnu skupinu na polozaju 3.
Intrizi¢na antimikrobna aktivnost cefalosporina je mala, ali se dodavanjem razli¢itih Ry 1 R,
grupa dobivaju stotine potentnih spojeva niske toksi¢nosti. Supstitucija amino grupe na
polozaju 7 prvenstveno je odgovorna za antibakterijsko djelovanje dok supstitucija na
poloZaju 3 viSe utjeCe na farmakokineticka svojstva. Indiciran je za oralno lijeCenje osjetljivih
infekcija ukljucuju¢i gonoreju, upalu srednjeg uha, faringitis, infekcije donjeg dijela diSnog
sustava poput bronhitisa i infekcija urinarnog trakta. Njegov mehanizam djelovanja temelji se

na inhibiciji sinteze stanicnoga zida bakterija.

Cefiksim ima baktericidno djelovanje svojstveno svim cefalosporinima te je stabilan na
hidrolizu uzrokovanu brojnim beta- laktamazama. Mehanizam i spektar djelovanja nalik su
cefaosporinu trece generacije —cefotaksimu, no neke su Enterobacteriaceae manje osjetljive na
cefiksim. Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis i Naisseria gonorrhoeae osjetljive
su na cefiksim, kao i streptokoki, ali najvise tipova stafilokoka, enterokoka i Listeria spp.

nisu. Enterobacter spp., P. aeruginosae i Bacterioides spp. rezistentni su na cefiksim.

Svega 40-50% oralne doze cefiksima apsorbira se iz probavnog trakta, bez obzira je li
primijenjen prije ili nakon obroka, iako se brzina apsorpcije moze smanjiti u prisustvu hrane.
Cefiksim se bolje apsorbira iz oralne suspenzije nego iz tableta. Sama apsorpcija vrlo je spora;
vr$na plazmatska koncentracija od 2-3 ug/ml i 3,7-4,6 ug/ml zabiljezena je izmedu 2 i 6 sati
nakon pojedina¢ne doze od 200 i 400 mg. Plazmatsko vrijeme poluZzivota obi¢no iznosi 3-4
sata, dok kod bubreznog ostec¢enja moze biti produljeno. Na proteine plazme veze se oko 65%
lijeka. Informacije o raspodjeli cefiksima u tkivima 1 tjelesnim teku¢inama su ogranicene. Zna
se da prolazi placentarnu barijeru. Relativno visoke koncentracije mogu se posti¢i u zuéi i
urinu. Oko 20% oralne doze (ili 50% apsorbirane oralne doze) izlu¢uje se nepromijenjeno
putem urina unutar 24 sata, dok se vise od 60% eliminira nerenalnim mehanizmima. Ne

postoje podaci 0 metabolizmu cefiksima, ali jedan dio izluCuje se fecesom preko Zuci.

Cefiksim je dostupan kao trihidrat, a izraZzene doze odnose se na cefiksim u anhidridnom
obliku;1,12 grama cefiksim trihidrata ekvivalentno je oko 1 grama anhidridnog cefiksima.
Pojedinac¢na dnevna doza za odrasle iznosi 200 do 400 mg. Djeci iznad 6 mjeseci i mase
manje od 50 kilograma moze se dati 8 mg/kg cefiksima u obliku oralne suspenzije, kao
pojedinac¢na doza ili dvije podijeljene doze. Doza cefiksima reducira se kod pacijenata s
umjerenim do teSkim o$tec¢enjem bubrega. Kod pacijenata s klirensom kreatinina manjim od

20 ml/min ne smije se prekoraciti doza od 200 mg.
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Najcesce nezeljene reakcije cefiksima javljaju se u probavnom sustavu, a to se posebice
odnosi na diareju. Ukoliko postane ozbiljna, preporuca se prestanak primjene cefiksima. Iako
cefiksim ne posjeduje N-metiltiotetrazolski boc¢ni lanac za kojega se smatra da dovodi do
hipoprotrombinemije, postoje izvjestaji da ipak povisuje protrombinsko vrijeme. Stoga, se
posebna pozornost treba obratiti na pacijente koji istovremeno primjenjuju atikoagulansnu

terapiju i cefiksim.
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2. OBRAZLOZENIJE TEME

Nanocestice nude jedinstvene terapijske prednosti u odnosu na svoje tradicionalne pandane jer

pokazuju jedinstvena svojstva:

e zaStita uklopljene djelatne tvari od in vivo razgradnje

e sposobnost prolaska kroz odredene bioloske barijere i membrane
e mogucénost kontroliranja brzine oslobadanja lijeka

e prilagodba brzine oslobadanja lijeka terapijskim potrebama

e pasivna ciljana dostava lijeka u tumorska tkiva

Sve navedene prednosti ¢ine nanocestice obecavaju¢om platformom za razvoj novih
formulacija. Trenutno, komercijalno dostupni farmaceutski oblici s nanocesticama ukljuc¢uju
nanokristale, emulzije i liposome, no tehnologija njihove izrade izrazito je kompleksa i

tehnolozima predstavlja veliki izazov.

Glavni nedostatak konvencionalnih nanocestica jest zadrZavanje u sloju sluzi pri ¢emu se
smanjuje njihova ucinkovitost, stoga je nuzna modifikacija povrSine uporabom PEG-ova
niskih molekulskih masa koja predstavlja moc¢nu strategiju u povecanju permeabilnosti
nanocestica 1 prevladavanju mukozne barijere. SnaZznom poticaju za razvoj novih formulacija
s nanoCesticama posebice pridonosi ucinkovit transport velikih mukopenetrativnih
nanocCestica (200 1 500 nm), buduci da se kontrola brzine oslobadanja lijeka i u¢inkovitost

punjenja izrazito poboljSavaju kako raste promjer Cestica.

Na temelju toga, mukopenetrativne nanocestice nude perspektivu za kontinuiranu dostavu
razli¢itih potencijalno vaznih lijekova u lijeCenju bolesti mukoznog tkiva. Cilj ovog
diplomskog rada uklju¢uje uklapanje cefiksima, antibiotika Sirokog spektra, u
mukopenetrativne nanocestice bazirane na kopolimeru metil viniletera i anhidrida jabucne
kiseline (Gantrez AN-169) koje su oblozene PEG-ovima razli¢itih molekulskih masa. Pri
tome ¢e se pratiti kako koriStena vrsta PEG utjece na uklapanje lijeka i svojstva povrSine
nanocCestica. NanocCestice u ¢vrstom obliku pripremit ¢e se postupkom liofilizacije te ¢e se

ispitati utjecaj koristenih krio-/lioprotektanata na svojstva oblikovanih nanocestica.
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3. MATERIJALI | METODE

Pri izvodenju pokusa upotrijebljene su sljedece kemikalije, instrumenti i pribor:

3.1.KEMIKALIE

e Aceton (Sigma)

e Acetonitril (Chromasolv®, Sigma)

e Cefiksim trihidrat (Berlin-Chemie Menarini d.0.0.)

e GANTREZ AN-169 polimer (Ashland Industries Europe GMBH)
e Glukoza monohidrat (Kemig d.o.0.)

e Kalijev dihidrogenfosfat (Sigma)

e Laktoza monohidrat (Kemig d.0.0.)

¢ NacCl, otopina, 10 mM

e Visokoprocis¢ena voda

3.2. INSTRUMENTI I PRIBOR

e HPLC instrument (Shimadzu LC-10AD, Kyoto, Japan)

e HPLC kolona capcell pack C-18, dimenzija 250x 4.6 mm, veli¢ina zrnaca Sum
(Kinetex, Phenomenex, SAD)

e Precizna analiti¢ka vaga (Mettler Toledo, Svicarska)

e Vortex mjesalica (Fisher Scientific, SAD)

e Zetasizer (Zetasizer 3000HS, Malvern Instruments, Malvern, Velika Britanija)

e Rotavapor (Biichi, Njemacka)

e Biofuge centrifuga (Heraus, Njemacka)

e filteri veli¢ine pora 0,22um (Minisart, Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goettingen,
Njemacka)
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3.3. METODE
3.3.1. Razvoj i validacija analiticke metode za odredivanje sadrzaja cefiksima

3.3.1.1.Izrada mati¢ne otopine

Mati¢na otopina pripremljena je otapanjem 5,55 mg cefiksima u 50 ml mobilne faze (ACN:
0,05 M K;HPQy, 60:40). Daljnjim razrjedivanjem s mobilnom fazom nacinjen je niz otopina u

rasponu koncentracija od 5,55 um do 111, 00 um.
3.3.1.2.Kromatografski uvjeti

Odredivanje sadrzaja cefiksima provedeno je modifikacijom postupka opisanim od strane
Prabhudneva i sur., 2013. teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti koja je
prethodno prosla kroz proces validacije. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti
(engl. high performance liquid chromatography, HPLC) je analiti¢ka tehnika u kojoj tekuca
mobilna faza pod tlakom prolazi kroz ¢eli¢nu kolonu ispunjenu ¢esticama stacionarne faze
(veli¢ine 3-10 pm) noseci sastavnice uzorka za analizu. U analizi je koriStena capcell pack
C-18 kolona obrnutih faza, dimenzija 250 x 4.6 mm i veli¢ina zrnaca 5 pm S pretkolonom.
Mobilna faza sastojala se od smjese acetonitril: 0,05 M kalijev dihidrogenfosfat (60:40 V/V).
Takvim odabirom mobilne faze postignut je pH od 4,5, Sto je rezultiralo pikovima
zadovoljavajuce oStrine. Prije samoga odredivanja sadrzaja cefiksima provelo se degasiranje
mobilne faze ultrasonikacijom u trajanju od 20 minuta kako bi se izbjegle smetnje izazvane
otopljenim plinovima. Brzna protoka mobilne faze iznosila je 1 ml/min. Vrijeme trajanja
analize iznosilo je 10 minuta. Volumen injektiranja iznosio je 5 pL. Temperatura kolone
iznosila je 40°C. Detekcija se provodila primjenom DAD detektora pri valnoj duljini
maksimuma apsorpcije cefiksima od 289 nm. Dnevna i medudnevna preciznost odredena je
uzastopnim injiciranjem odabranih otopina uzoraka prethodno filtriranih kroz filtre veli¢ine

pora 0,22 pum. Prethodna ispitivanja potvrdila su kemijsku stabilnost lijeka u mobilnoj fazi.

3.3.2. Priprava nanocestica

PEGilirane nanocCestice priredene su postupkom jednostavne desolvacije prema modificiranom
postupku opisanom ranije (Inchaurraga i sur., 2015). 200 mg kopolimera je otopljeno u acetonu.

Nakon potpunog otapanja polimera, dodano je 30 mg PEG razli¢ite molekulske mase otopljenog u 2
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mL acetona te je smjesa inkubirana 1 sat uz mijeSanje magnetskim mjeSa¢em pri 600 okretaja u minuti
kako bi se postiglo vezanje PEG lanaca na polianhidridni polimer. Nakon toga dodano je 20 mg
cefiksima otopljenog u 4 mL acetona. Nakon homogenizacije u trajanju od 1 minute proveden je
postupak desolvacije dodatkom 30 mL prociséene vode. Organsko otapalo ukljonjeno je uparavanjem
pri snizenom tlaku, a nanocestice su procis¢ene postupkom ultracentrifugiranja pri 20 000 g u trajanju
od 20 minuta. Supernatant je sakupljen te je u njemu HPLC analizom odreden sadrzaj lijeka, a talog je
resuspendiran i1 osuSen smrzavanjem uz glukozu monohidrat ili laktozu monohidrat kao

krioprotektante. U oba slu¢aja, masena koncentracija krioprotektanta je iznosila 5 %.
3.3.3.0dredivanje veliine nanocestica

Srednji promjer i1 indeks polidisperznosti nanocestica odredeni su fotonskom korelacijskom
spektroskopijom (engl. photon correlation spectroscopy; PCS; Zetasizer 3000HS, Malvern
Instruments,UK), poznatom 1 pod nazivom dinamicko rasprSenje svjetla, nakon
odgovarajuceg razrjedenja suspenzija nanocestica pro¢is¢enom vodom. U mjernim sustavima
koriSten je monokromatski koherentni 10 mW He-Ne laser (1 = 633 nm), a kut detekcije
rasprSene svjetlosti je bio 90°. Mjerenja su provodena pri 25 °C. PCS metoda jedna je od
rijetkih metoda koje se mogu rabiti za Cestice u rasponu veli¢ine od 0.005 do 1 um. Mjerenje
se provodi obasjavanjem uzorka monokromatskom koherentnom laserskom zrakom, te se
biljezi intenzitet svjetlosti rasprSene na Cesticama pod odredenim kutom. Dispergirane Cestice
u neprestanom gibanju (Brownovo gibanje) dovode do stalnog fluktuiranja intenziteta
rasprSene svjetlosti tijekom vremena. Uzorak nasumi¢ne promjene difrakcije konvertira se u
histogram ovisnosti intenziteta o veliini. Promjer Cestica dobiven PCS metodom naziva se 1

hidrodinamicki promjer (RH).

3.3.4. Odredivanje zeta potencijala nanocestica
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Slika 10. Shematski prikaz elektricnog dvosloja.
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Zeta-potencijal odreden je fotonskom korelacijskom spektroskopijom (PCS) (Zetasizer
3000HS, Malvern Instruments, UK). Na povrSini koloidne cCestice razlikuje se sloj slabo
pokretnih iona uz povrsinu (Sternov sloj) i sloj pokretnih iona suprotnog naboja iz otapala
(difuzijski sloj). Nabijene dispergirane Cestice putuju u elektricnom polju prema suprotno
nabijenoj elektrodi (elektroforetska pokretljivost). Zajedno s Cesticom giba se Sternov sloj i
dio vezanih molekula otapala, odijeljen od ostalih molekula otapala plohom smicanja.
Potencijal na udaljenosti od plohe smicanja je mjereni elektrokineti¢ki zeta-potencijal ({)
koloidnih disperzija te jedan od temeljnih pokazatelja njihove stabilnosti. Vrijednost zeta-
potencijala odreduje se indirektno mjerenjem elektroforetske pokretljivosti Cestica Cija
veli¢ina mora biti unutar raspona od 10 nm do 10 um. Koloidni sustavi sa visokim zeta
potencijalom (pozitivnim ili negativnim) su stabilni, dok oni sustavi kod kojih je zeta
potencijal nizi, teze flokulaciji, $to je odlika nestabilnih sustava. U sustavu za mjerenje
elektroforetske pokretljivosti Cestica koriSten je 10 mW He-Ne laser. Intenzitet rasprSene
svjetlosti mijenja se frekvencijom koja ovisi o brzini gibanja Cestica. Elektroforetska
pokretljivost, odnosno zeta potencijal, izraCunava se iz spektra frekvencija koje proizlaze iz
detektiranih fotona svjetlosti. Mjerenja su provodena pri 25 °C. Zeta-potencijal nanocestica

mjeren je nakon odgovarajuéeg razrjedivanja suspenzija nanocestica 10 mM otopinom NaCl.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1.1ZRADA KALIBRACIJISKOG PRAVCA

Za izradu kalibracijskog pravca koristila se srednja vrijednost izmjerenih povrsina ispod pika.
Iz dobivenih ovisnosti povrsine ispod pika (y) o koncentraciji cefiksima (x) izraden je
kalibracijski pravac koji je prikazan na grafickom prikazu 3. Nepoznate koncentracije

cefiksima izraunavaju se iz jednadZbe kalibracijskog pravca: y= 60948x-21809.

8.0x10%
- 2511.16.
- 27.11.16.

6.0x10%
=
04.0x104
<
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0 20 40 60 80 100 120
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Graficki prikaz 3. Kalibracijski pravac cefiksima u sustavu acetonitril i 0.05 M KH,PO, u

omjeru 60:40 izmjeren na 287 nm u dva uzastopna dana.

Validacija analiti¢kih metoda jest postupak kojim dokazujemo svrsishodnost odredene
analiticke metode kako bismo osigurali tocne, precizne 1 reproducibilne rezultate tijekom
dugoro¢nog koristenja metode. Validacijom analiticke metode takoder ¢e se dobiti obavijest i
o odnosu izmedu koncentracije uzorka i odziva metode, o mogucim interferencijama iz
matrice uzorka te o najmanjim koncentracijama koje ¢e se moéi utvrditi ili kvantificirati
odredenom metodom. Validacija analitickih metoda regulatorni je =zahtjev Dobre
proizvodacke prakse (Good manufacturing practice, GMP) i Dobre laboratorijske prakse
(Good laboratory practice, GLP), ali i profesionalna odgovornost analitiCara i struke.
Postupci provodenja validacije analitickih metoda propisani su ICH smjernicom Validation of
Analytical Procedures: Text and Methodology Q2 (R1), 2006. Pristup validaciji sastoji se od
tri koraka koji ukljuéuju definiciju problema i plan rada, mjerenje i obradu podataka te izradu
dokumentacije koja ukljucuje standardne operativne postupke i1 pisanje izvjes€a s jasno

naznacenim zaklju¢kom o potvrdi da metoda odgovara namijenjenoj svrsi.
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S obzirom na svrhu primjene analitickih metoda koje je potrebno validirati, a s ciljem
validiranja alitickih parametara koji ¢e se primjenjivati tijekom validacije, analitiCke metode

mogu se podijeliti u Cetiri osnovne skupine:

Identifikacijski testovi
Kvantitativni testovi odredivanja sadrzaja onecis¢enja

Limit testovi za kontrolu onecis¢enja

A

Kvantitativni testovi odredivanja sadrzaja analita u uzorku

| struka i regulativa kao i zakonodavstvo prihvatili su osam osnovnih parametara, tj.

izvedbenih znacajki validacije:

1.Specifi¢nost/selektivnost
2.Linearnost

3.Preciznost

4.Tocnost

5.Granica dokazivanja
6.Granica odredivanja
7.Radno podrucje
8.1zdrzljivost

Specifi¢nost/selektivnost svojstvo je metode da tocno i specificno odredi zeljeni analit u
prisutnosti ostalih komponenti u matrici uzorka pod odredenim uvjetima ispitivanja. lako se u
praksi Cesto poistovjecuju, specificnost i selektivnost dva su razlic¢ita svojstva metode.
Specificnom metodom moze se odrediti jedan specifican analit, dok se selektivnom metodom
istodobno moze odredivati vise komponenata, ali pod uvjetom da te komponente pri
odredivanju jedna drugoj ne smetaju. Specifi¢nost odredivanja lijeka osigurana je odabirom
valne duljine (289 nm) pri kojoj se provodila detekcija analita, a koja odgovara apsorpcijskom

maksimumu cefiksima.

Linearnost (engl. linearity) je odredena kao mogucnost metode da unutar odredenog
podrucja daje rezultate proporcionalne koncentraciji analita u uzorku. Odreduje se na nacin da
se nacini serija uzoraka s razliCitim koncentracijama analita. Obi¢no se provodi 3-6
odredivanja na najmanje 5 koncentracija u ofekivanom rasponu analita. Graficki prikaz

ovisnosti signala i koncentracije analita predstavlja kalibracijsku krivulju, a koeficijent
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korelacije regresijskog pravca (k) treba biti ve¢i 0,999. Linearnost metode za odredivanje
sadrzaja cefiksima izraZzena je koeficijentom korelacije regresijskog pravca (R=0,9997).
Razvijena metoda pokazuje linearni odziv u rasponu koncentracija od 0 do 110 pg/ml (vidi
tablicu 5).

Tablica 6. Podaci dobiveni analizom kalibracijskog pravca CFX.

koeficijent odsiotak na granica granica radno
bazdarnog oﬂ dinati Linearnost | dokazivanja | °dredivanja | podrugje
pravea (g/ml) 1 ugm) | (ug/mL)
60948+226,6 -21809+12194 0.9997 0.60 2.00 5.00-110.00

Preciznost (engl. precision) se odreduje kao izraz slaganja izmedu niza mjerenja izvedenih iz
istog homogenog uzorka pod propisanim uvjetima. Izrazava se kao standardna devijacija (
SD), relativna standardna devijacija (RSD) ili interval pouzdanosti oko srednje vrijednosti.
Ovisno o uvjetima pod kojima se odreduje, razlikujemo: ponovljivost (engl. repeatability,
intra—day, medudnevna preciznost) obnovljivost (eng. reproducibility) i srednju preciznost
(engl. intermediate precision, inter—day, dnevna preciznost). Ponovljivost je podudaranje
rezultata dobivenih uzastopnim mjerenjem istog uzorka istom metodom pod istim uvjetima
koji ukljucuju jedan laboratorij, istog analitiCara, istu aparaturu i kratko razdoblje analize.
Obnovljivost je podudaranje rezultata dobivenih uzastopnim mjerenjem nekoliko istih
uzoraka istom metodom u razli¢itim laboratorijima te se najceS¢e koristi u svrhu normiranja
metode a rijetko kao sastavni dio validacije. Srednja preciznost je odstupanje rezultata
dobivenih mjerenjem istog uzorka istom metodom pod razliitim uvjetima (razliCiti
instrumenti, analitiari, kolone, reagensi iz razli¢itih boca i od razli¢itih dobavlja¢a) u istom
laboratoriju kroz duze vremensko razdoblje. Ovim parametrom se ispituje hoce li metoda
nakon razvoja davati iste rezultate tijekom uporabe u laboratoriju. Podaci o dnevnoj i
medudnevnoj preciznosti za razvijenu metodu prikazani su u tablicama 6 i 7 te dobivene

vrijednosti zadovoljavaju postavljene kriterije.
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Tablica 7. Dnevna preciznost HPLC metode za odredivanje sadrzaja CFX u ispitivanim

uzorcima. AUC je povrsina ispod pika na kromatogramu, SD standardna devijacija mjerenja,

a RDS relativna standardna devijacija kao pokazatelj preciznosti metode

c(CFX)/pug mL* AUC, AUC, AUGC; Sfednja SD RSD (%)
vrijednost

5,55 337479,8 | 336029,6 | 320739,4 331416,3 9274,8 2,80
11,10 651331,5 | 672957,5 | 661849,7 662046,2 10814,3 1,63
22,20 1341166,9 | 1349074,9 | 1300985,3 | 1330409,0 25786,6 1,94
33,30 2011931,0 | 1961861,4 | 2011986,5 | 1995259,6 28923,7 1,45
44,40 2625513,7 | 2637090,1 | 2623844,8 | 2628816,2 7213,8 0,27
55,50 3362178,5 | 3384653,5 | 3332982,5 | 3359938,2 25908,2 0,77
83,25 5155512,8 | 5016973,2 | 4983014,8 | 5051833,6 91380,1 1,81
111,00 6832361,5 | 6711045,2 | 6762865,5 | 6768757,4 60872,4 0,90

Tablica 8.Medudnevna preciznost HPLC metode za odredivanje sadrzaja CFX u ispitivanim

uzorcima. AUC je povrsina ispod pika na kromatogramu, SD standardna devijacija mjerenja,

a RDS relativna standardna devijacija kao pokazatelj preciznosti metode

o(CFX)/ g AUC Srednja SD RSD(%)
mL™* vrijednost

Dan 1 Dan 2
5,55 331416,3 332909,8 332163,1 1056,1 0,3
55,50 3359938,2 3341923,4 3350930,8 12738,3 0,4
111,00 6768757,4 6677573,4 6723165,4 64476,8 1,0

Toc¢nost (engl. accuracy) podrazumijeva stupanj podudaranja izmedu stvarne, tj. prihvaéene
referencijske vrijednosti i srednje vrijednosti dobivene ponavljanjem postupka odredeni broj
puta.
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Granica dokazivanja (engl. Limit of detection, LOD) predstavlja najnizu koncentraciju
analita u uzorku koja moze biti dokazana, ali ne i to¢no odredena pri zadanim uvjetima

analitiCke metode

Granica dokazivanja odredena je iz jednadzbe:

33 X O

o= standardna devijacija odgovarajué¢eg broja mjerenja signala slijepog uzorka

a =nagib kalibracijskog pravca

Granica odredivanja (engl. Limit of quantitation, LOQ) predstavlja najnizu koncentraciju
analita u uzorku koja moze biti odredena s prihvatljivom to¢nos¢u i precizno$éu pri

propisanim uvjetima metode.

Granica dokazivanja odredena je iz jednadZbe:

10 x O
LOQ =

a

o= standardna devijacija standardna devijacija odgovarajuceg broja mjerenja signala slijepog

uzorka
a= nagib kalibracijskog pravca

Vrijednosti granice odredivanja i granice dokazivanja nalaze se u tablici 5 te odgovaraju

namjeni metode.
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Radno podrucéje (engl. Range) je raspon izmedu gornje i donje koncentracije analita unutar
kojeg analiticka metoda ima prihvatljivu to¢nost, preciznost i linearnost. Preporuceno radno
podrucje za odredivanje sadrzaja aktivne tvari je 80-120%. Radno podrucje razvijene metode

nalazi se u rasponu od 5,00 do 110,00 pg/ml ,a takva rezultat zadovoljava postavljeni kriterij.

Izdrzljivost (eng. robustness )se odreduje kao mjera otpornosti analitickog postupka na male

ali namjerne promjene radnih uvjeta metode.

4.2 UTJECAJ MOLEKULSKE MASE PEG-a NA TEHNOLOSKA SVOJSTVA I
UKLAPANJE CEFIKSIMA U NANOCESTICE

Ispitivane nanocestice pripremljene su postupkom jednostavne desolvatacije polimera nakon
inkubacije anhidridnog kopolimera s PEG razli¢itih molekulskih masa (PEG 4 000, PEG 6
000 i PEG 10 000). Tijekom izrade nanocestica, varirala se duzina lanca PEG-a, dok su omjer
volumena organske i vodene faze (1:3, V/V), omjer anhidridnog kopolimera u PEGa te omjer
koli¢ine polimera i lijeka (10:1) bili nepromijenjeni. Inkubiranjem anhidridnog kopolimera i
PEG-a u bezvodnom mediju dolazi do interakcije izmedu funkcionalnih skupina PEG-a i
anhidridnih rezidua kopolimera te nastajanja esterske veze (Yoncheva i sur., 2005). Ranija
istrazivanja su pokazala da je najudinkovitije vezanje lanaca PEG-a na anhidridne
kopolimerne nanocestice upravo kod masenog omjera PEG-a i kopolimera 0.15 (Inchaurraga i
sur., 2015). Ranija istrazivanja pokazuju da je nuzno provesti reakciju u bezvodnom mediju
jer je hidroliza anhidrida u vodi proces koji dominira nad vezanjem s PEG-om. U¢inkovita
PEGilacija nanocestica postize se samo ukoliko PEG-ovi imaju molekulsku masu iznad 400
Da.(Ladaviere i sur., 1999). Tehnoloska svojstva pripremljenih nanoCestica: srednji promjer,
indeks polidisperznosti (Pdi) i zeta potencijal (Z) te postotak uklapanja (%) prikazana su u
Tablici 8.

Tablica 9. Sastav i tehnoloske karakteristike pripremljenih nanocestica: velicina (d),

polidisperznosti (PDi), zeta potencijal ({) i postotak uklapanja lijeka.

Uzorak PEG d/nm Pdi Z (mV) % uklapanja
1. 4000 162,5+4,5 0,055 -41,5+0,6 7,04+0,96
2. 6000 141,8+2,6 0,080 -48,8+0,8 10,32+2,69
3. 10 000 149+2.9 0,065 -48,3+1,4 8,410,13
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Pripremljene nanocestice pokazuju veli¢inu u rasponu od 141,8 do 162,5 nm vrlo niskog
stupnja polidisperznosti koji varira od 0,055 do 0,080. Na grafickom prikazu 4 uocava se
lagano variranje u veli¢ini Cestica kod uzoraka pripremljenih s razli¢itim PEG-om, no takve
varijacije nisu od statistickoga znacaja. Raspon veliina Cestica pripremljenih uzoraka je u
skladu s ranije publiciranim podacima za polianhidridne nanocestice oblozene PEG razli¢itih

molekulskih masa (Inchaurraga i sur., 2015).

1801 =3 d(nm) = PDi  [015
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Graficki prikaz 4. Utjecaj molekulske mase PEG koristenog za oblaganje nanocestica na

velicinu i polidisperznost (PDi) pripremljenih PEGiliranih nanocestica s CFX.

S obzirom na ranije podatke (Boegh i Nielsen, 2015; Frohlich i Roblegg, 2014; Lai i sur.,
2007), da bi se postigla mukopenetrativnost, veli¢ina nanoCestica mora biti do 200 nm.
Velic¢ina pripremljenih nanocestica nakon oblaganja zadrzana je unutar kriticnog raspona, a
izmjereni indeks polidisperznosti iznosi manje od 0,2, Sto upuéuje na nastajanje

monodisperznog sustava.
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Graficki prikaz 5.Utjecaj molekulske mase PEG koristenog za oblaganje nanocestica na
vrijednost zeta potencijala (() pripremljenih PEGiliranih nanocestica s CFX.

Izmjereni zeta potencijal ispitivanih Cestica iznosi vise od -40 mV te, iako pokazuju malo
variranje u zavisnosti od koristenog PEG-a, takva razlika nije statisticki znacajna. Dobivene
vrijednosti u skladu su sa literaturnim podacima za sli¢ne sustave (Inchaurraga i sur., 2015).
Budu¢i da je sama sluz negativno nabijena, na temelju ovih rezultata ne oc¢ekuje se vezanje
nanoCestica na lance mucina prisutne u sluzi. Takoder, s obzirom da je vrijednost zeta
potencijala veé¢a od +30 mV, ne oc¢ekuju se problemi sa fizickom stabilno$¢u nanosustava kao

ni njegova agregacija.
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Graficki prikaz 6. Utjecaj molekulske mase PEG koristenog za oblaganje nanocestica na

ucinkovitost uklapanja CFX u PEGilirane nanocestice.

Ucinkovitost uklapanja cefiksima u nanocestice je relativno niska te varira u rasponu 7- 10%,
a najznacajnije uklapanje postignuto je kod nanocestica cefiksima oblozenih PEG-om 6000.
Prieto 1 sur (2012) postigli su znacajnije uklapanje memantamina od 37% u nanocestice
slicnog sastava, $to se moze objasniti razliCitim fizikalno-kemijskim svojstvima ispitivanih

lijekova 1 posljedi¢no razli¢itom uklapanju.

4.3. UTJECAJ POSTUPKA SUSENJA SMRZAVANIJEM TE UPORABE KRIO- |
LIOPROTEKTANATA NA TEHNOLOSKA SVOJSTVA NANOCESTICA

Nedostatna stabilnost nanocestica u vodenom mediju predstavlja glavnu prepreku u klinic¢koj
primjeni nanocestica, dok se suSenje smrzavanjem smatra dobrom tehnikom za poboljSavanje
dugoroéne stabilnosti takvih koloidnih nanosustava. Liofilizacija ili suSenje smrzavanjem
siroko je koriStena tehnika suSenja 1 poboljSavanja stabilnosti koloidnih nanocestica. Ta se
tehnika ukljucuje tri koraka: a) smrzavanje (solidifikaciju), b) primarno suSenje (sublimaciju
leda) i ¢) sekundarno susenje (desorpciju nesmrznute vode). Tijekom prvoga koraka tekuca
suspenzija ohladena je te se po€inju formirati kristali¢i leda. Kako proces smrzavanja tece,
smrzava se sve viSe vode sadrzane u tekucini te dolazi do porasta koncentracije nanocestica u
preostaloj tekucini. S porastom koncentracije tekuce suspenzije takoder raste i viskoznost, §to

inhibira daljnju kristalizaciju. Mali postotak vode koja ostaje u tekuem stanju 1 ne podlijeze
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smrzavanju naziva se vezana voda. Primarno suSenje ukljuCuje sublimaciju leda sa
smrznutoga uzorka, pri ¢emu isparena voda tvori prolaze prema povrsini u suhim dijelovima
uzorka. Na samome kraju sublimacije ostaju porozni ¢epovi koji odgovaraju mjestima koja su
zauzimali kristali leda. Sekundarno susenje ukljucuje uklanjanje adsorbirane vode koja se nije
pretvorila u led tijekom smrzavanja, niti je sublimirala. Ipak, suSenje smrzavanjem izaziva
mnogo stresa, posebice u fazi smrzavanja i dehidracije, koji moze destabilizirati koloidne
suspenzije nanoCestica. Takoder je poznato da tijekom smrzavanja dolazi do nastanka dviju
faza sustava; leda 1 zasi¢ene suspenzije nanocCestica. Visoka koncentracija suspenzije
nanoCestica moze dovesti do superkoncentriranja, a potom do agregacije, dok je u nekim
slucajevima moguéa 1 nepovratna fuzija. Nadalje, kristalizacija leda izaziva mnogo
mehanickoga stresa koji takoder dovodi do destabilizacije. Iz tih razloga, kako bi se zastitili
osjetljivi sustavi, prije smrzavanja potrebno je dodati posebne ekscipijense koji se nazivaju

krioprotektanti, odnosno lioprotektanti (Abdelwahed i sur., 2006).

Krioprotektant je tvar koja Stiti sustav od stresa kojemu je izlozen u fazi smrzavanja, dok
lioprotektant osigurava zastitu sustava tijekom liofilizacije. Naj¢eSce jedna tvar obavlja obje
navedene funkcije, a u tu svrhu najkoriSteniji su Seceri poput trehaloze, glukoze, laktoze,
sukroze ili manitola. Ti Seceri postaju amorfni i pri temperaturi staklastog prijelaza (Pikal i
sur., 1999) jer posjeduju slobodne hidroksilne skupine koje tvore vodikove veze te tako na
sebe vezu vodu tvoreéi s njom klastere u svrhu sprjeCavanja zadrzavanja vode na povrSini
nanocestica. Opcenito, suSenje Smrzavanjem potrebno je provesti na temperaturi nizoj od

temperature staklastog prijelaza smrznutog amorfnog uzorka.
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Graficki prikaz 7.Utjecaj postupka susSenja smrzavanjem te koristenog punila glukoze
(GMR) i laktoze (LMH) na velicinu,i polidisperznost (PDi) i zeta potencijal pripremljenih
PEGiliranih nanocestica s CFX.

Kod nanocestica oblozenim PEG-om 4 000 i PEG-om 10 000 uocena je statisticki znacajna
promjena u srednjoj veli¢ini nanocestica nakon liofilizacije u prisustvu ispitivanih Secera. Kod
nanocestica oblozenih s PEG-om 4 000 statisticki znac¢ajna promjena veli¢ine uo¢ena je kod
uzorka koji je liofiliziran uz dodatak laktoze monohidrata, dok kod ¢estica PEGiliranih PEG-
om 10 000 dolazi do statisticki znacajnog porasta veliCine Cestica u oba slucaja. Osim
veli¢ine, liofilizacijom se mijenja i indeks polidispreznosti (PDi) u svim sustavima. Najveci
porast zabiljezen je kod sustava koji su sadrzavali laktozu monohidrata. Takoder, ¢ini se da i
vrsta PEG-a kojim su obloZene Cestice utjeCe na promjenu veli¢ine i polidisperznosti

ispitivanih uzoraka, pa tako kod nanocestica PEGiliranih PEG-om 6 000 povecanje PDi nije
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statistiCki znaCajno. Vezano uz zetan potencijal nanocestica, on je nakon procesa liofilizacije
nanocestica oblozenih s PEG 4000 povecan, a kod ostalih sustava je neSto smanjem. Potrebna
su daljnja istrazivanja kako bi se detaljno objasnio mehanizam koji uzrokuje navedenu

primjenu.

S obzirom na uklapanje lijeka te veli¢inu Cestica prije i nakon procesa liofilizacije uz

ispitivana punila, ¢ini se da je uzorak s PEG 6000 najprikladniji za nastavak ispitivanja.
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Graficki prikaz 8. Profili bubrenja PEGiliranih i nePEGiliranih nanocestica nakon
liofilizacije uz glukozumonohidrat (GMH) i laktozumonohidrat (LMH) kao punila.

Oblaganje PEG 6000 stericki je znacajno stabiliziralo nano¢estice. Kopolimer metilviniletera i
anhidrida jabuc¢ne kiseline su netopljivi u vodi, no hidratacijom prelaze u oblik dikiseline koji
je topljiv u vodi te zbog toga bure. Povecanje srednjeg promjera nanocestica uslijed tog
procesa jasno je vidljivo na grafickom prikazu 8, a na taj nacin se sve nanocestice u konac¢nici
otope u vodi. Vezanjem lanaca PEG-a preko hidroksilne skupine na anhidridne skupine
kopolimera nanocestice su stericki stabilizirane, te se njihov promjer u vodenom mediju ne

mijenja znacajno s vremenom.
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. ZAKLJUCCI

Pripravljene su PEGilirane nanocestice srednjeg promjera od 141,84+ 2,6 do 162,5+ 4,5
nm te su odgovarajucih raspona veli¢ina koja osigurava mukopenetrativnost
NePEGilirane nanocestice pokazuju svojstvo bubrenja i otapanja dok se PEGiliranjem
dugorocno postize stabilnost nanocestica.

Izmjereni indeks polidisperznosti PEGiliranih nanocestica varira u rasponu od 0, 055
do 0,080, a taj rezultat upuéuje na monodisperznost sustava.

Unatoc¢ Cinjenici da se izmjereni zeta potencijal nalazi unutar raspona od -41,5+0,6 do
-48,8+0,8, od sustava se ne ocfekuje da Ce pokazati nestabilnost niti vezanje na
negativno nabijene lance glikoproteina prisutnih u sluzi.

Uklapanje cefiksima u pegilirane nanocestice je relativno nisko i iznosi od 7 do 10%
GMH se pokazala kao punilo izbora u procesu liofilizacije nanocestica, jer uzrokuje
minimalnu promjenu srednje veli€ine 1 polidisperznosti ispitivanih sustava

S obzirom na tehnoloSke karakteristike, nanocestice oblozene PEG-om 6 000 su

najpogodnije za nastavak istrazivanja.
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7. SAZETAK / SUMMARY

Svrha ovoga rada bila je priprava mukopenetrativnih nanocestica antibiotika cefiksima,
njihova fizicka karakterizacija nakon PEGiliranja i liofilizacije te odredivanje postotka
najboljega uklapanja lijeka u nanocestice. Takoder, budu¢i da je u eksperimentalnom dijelu
rada za odredivanje sadrzaja cefiksima koriStena HPLC metoda, prije samoga ispitivanja

proveden je njezin razvoj i validacija.

Nanocestice su nacinjene uporabom Gantrez™ AN-169, anhidridnog polimera, te su
PEGilirane PEG-ovima razli¢ite molekulske mase; PEG 4 000, PEG 6 000 I PEG 10 000.
PEGiliranje stabilizira suspenziju nanocestica koje bi u suprotnome u vodenom mediju
bubrile i otopile se. Veli¢ina nanoCestica ne prelazi 200 nm, $to zadovoljava kriterij za
postizanje optimalnog terapijskog ucinka. 1znos zeta potencijala u sva tri uzorka PEGiliranih
nanocestica veci je od -40 mV , no zbog negativnoga naboja na mucinima, ne ocekuje se
vezanje nanocestica na sluz. Sukladno ocekivanjima, indeks polidisperznosti, izmjeren nakon
oblaganja nanocestica, bio je manji od 0,2 te je time dobivena potvrda da se radi o
monodisperznom sustavu. Kod nanocestica PEGiliranih PEG-om 6 000 povecanje indeksa
polidisperzosti nije statisticki znacajno te se upravo kod tih nanocestica zamjecuje najveci
postotak uklapanja cefiksima koji iznosi oko 10%. Iz navedenoga proizlazi da su nanocestice

oblozene PEG-om 6 000 najpogodnije za nastavak istraZivanja.
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The aim of this study is to prepare mucopenetrating nanoparticles of the antibiotic cefixime
and perform their physical characterisation after pegylation and lyophilization, as well as to
determine the percentage of drug in the most fitting nanoparticles to achieve maximum
bioavailability and, according to that, a better therapeutic effect. Moreover, since in the
experimental part of the work for cefixime determination was used HPLC method, prior to the

tests it has been carried out its development and validation.

Nanoparticles were formed using Gantrez™ AN-169, anhydrous polymer and then.
PEGylated with PEGs of different molecular weight; PEG 4000, PEG 6000 and PEG 000.
PEGylation stabilizes a suspension of nanoparticles which would otherwise swell in aqueous
medium and dissolve. Nanoparticle size does not exceed 200 nm, which meets the criteria for
achieving optimal therapeutic effect. The amount of zeta potential in all three samples of
PEGylated nanoparticles is greater than -40 mV, but due to the negative charges on the
mucins, it is not expected to bind the nanoparticles in the mucus. As hypothesized,
polydispersity index, measured after coating nanoparticles was less than 0,2, and it is, thereby,
it is confirmed that the system is monodispersed. When nanoparticles were PEGylated with
PEG 6000, the increase in polydispersity index is not statistically significant and the
administration of these nanoparticles noticing the highest incorporation percentage of
cefixime, of about 10%. The abovementioned facts show that the nanoparticles coated with
PEG 6000 most appropriate system for the further research.
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