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1. Uvod  

1.1. In vitro ispitivanja biokompatibilnosti terapijskih sustava 

Novi potencijalni terapijski sustavi prolaze kroz biološku evaluaciju pri čemu je 

citotoksičnost, odnosno njihova biokompatibilnost, jedan od glavnih parametara (Aslantürk, 

2018). Biokompatibilnost se moţe definirati kao svojstvo materijala da izazove benigni 

odgovor domaćina nakon odreĎene aplikacije, odnosno da njegova primjena ne uzrokuje 

neţeljene toksične ili imunosne reakcije u tijelu. Pretklinička ispitivanja na ţivotinjama 

najprecizniji su model koji se koristi kao osnova za klinička testiranja toksičnosti. MeĎutim, 

upravo zbog korištenja ţivotinja predstavljaju veliki trošak, kompleksna su za izvoĎenje te se 

postavlja pitanje etičnosti takvih ispitivanja. Zbog toga se provode pouzdana, reproducibilna i 

cijenom pristupačna in vitro ispitivanja akutne citotoksičnosti i stanične vijabilnosti kao 

probir za daljnja testiranja. Iako in vitro ispitivanja još uvijek nisu dovoljno istraţena da bi 

zamijenila ispitivanja na ţivotinjama, ponekad se smatraju i relevantnijima zbog mogućnosti 

korištenja humanih stanica (Aslantürk, 2018). Ispitivanja se provode na primarnim stanicama 

i imortaliziranim humanim staničnim linijama (Scherlieβ, 2011). 

Kako toksični učinak na stanice moţe biti uzrokovan različitim mehanizmima i ovisiti o 

vremenu izloţenosti toksinima, citotoksičnost se dokazuje različitim metodama koje otkrivaju 

dezintegraciju membrane, promjene u aktivnosti enzima ili indukciju enzima koji sudjeluju u 

apoptozi (Scherlieβ, 2011). Tehnike se mogu klasificirati prema metodi detekcije što je 

prikazano u Tablici 1., a vaţnije metode, kao i njihove prednosti i nedostaci navedeni su u 

nastavku. Temelj ispitivanja biokompatibilnosti terapijskih sustava je mjerenje relativnog 

smanjenja vijabilnosti stanica (broja ţivih stanica) kao indikatora akutne toksičnosti u 

usporedbi s kontrolnim stanicama koje nisu izloţene ispitivanom sustavu. Rezultati se mogu 

izraziti kao LC50, odnosno koncentracija terapijskog sustava pri kojoj je vijabilnost tretiranih 

stanica 50 % u odnosu na netretirane. Ukoliko nije moguće izvesti ispitivanja u cijelom 

rasponu toksičnosti sustava (0 - 100 % vijabilnosti stanica) moţe se navesti koncentracija 

(mg/cm
2
 ili mM) terapijskog sustava pri kojoj se ne vidi toksični učinak na stanične modele, 

odnosno koncentracija pri kojoj je vijabilnost tretiranih stanica barem 80 % vijabilnosti 

kontrolnih, netretiranih stanica (Scherlieβ, 2011). 
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Tablica 1. Klasifikacija metoda za odreĎivanje biokompatibilnosti (Aslantürk, 2018) 

Metoda detekcije Primjeri metoda 

Bojanje mrtvih stanica 
bojanje tripan plavom, eozinom, kongo crvenom  

i eritrozinom B 

Kolorimetrija 
MTT test, MTS test, XTT test, WST test, LDH test,  

SRB test, NR test, CVS test 

Fluorimetrija 
redukcija resazurina, CFDA-AM test, GF-AFC test, 

dokazivanje ROS 

Luminometrija 
odreĎivanje ATP-a, test vijabilnosti u  

stvarnom vremenu (ATP) 

MTT – 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolin bromid; MTS – 5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetil-tiazol)-3-(4-

sulfofenil) tetrazolin; XTT – natrijeva sol 2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-karboksianilid-2H-tetrazolina; WST –

tetrazolijeve soli topljive u vodi(engl. water-soluble tetrazolium salts); LDH –laktat dehidrogenaza; SRB – sulforhodamin B; 

NR – neutralno crvena; CVS – bojanje kristalno ljubičastom (engl. crystal violet staining); CFDA-AM – 5-

karboksifluorescein diacetat, acetoksimetil ester; GF-AFC – glicilfenilalanil-aminofluorokumarin; ROS – kisikovi reaktivni 

spojevi (engl. reactive oxygen species); ATP – adenozin 3-fosfat 

1.1.1. Bojanje stanica  

Najjednostavniji način odreĎivanja udjela vijabilnih stanica u populaciji je bojanje 

metabolički neaktivnih stanica, dok aktivne stanice čiji je integritet membrane očuvan 

izbacuju boju. Najčešće se koristi bojanje tripan plavom pri čemu se pod svjetlosnim 

mikroskopom kao plave vide neaktivne stanice, dok je citoplazma aktivnih stanica prozirna. 

Postupak bojanja je jednostavan i ne zahtijeva veliki broj stanica. S druge strane, potrebna je 

velika količina vremena i postupak je namijenjen za stanice u suspenziji, dok se adherentne 

stanice moraju tripsinizirati. TakoĎer je potrebno uzeti u obzir da je ponekad potrebno više 

dana da bi se izgubio integritet membrane i da za to vrijeme stanice koje su preţivjele 

proliferiraju, a istovremeno se stanice koje se raspadnu neće obojiti što sve moţe utjecati na 

dobivene rezultate. Problem predstavlja i obrada velikog broja uzoraka te niska osjetljivost 

tripan plave s obzirom da ne moţe diferencirati zdrave stanice od onih koje su aktivne, ali 

gube funkciju zbog čega se ne preporučuje primjena u ispitivanjima biokompatibilnosti novih 

terapijskih sustava (Aslantürk, 2018).  

 

1.1.2. Kolorimetrijski testovi 

Kolorimetrijski testovi zasnivaju se na spektrofotometrijskom odreĎivanju boje koja se razvija 

u stanicama koje su metabolički aktivne i sposobne transformirati dodani reagens. Jednostavni 
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su za izvoĎenje, jeftini i primjenjivi na adherentne ili suspendirane stanice, dok je nedostatak 

mogućnost interferencija pomoćnih tvari tijekom mjerenja apsorbancije (Aslantürk, 2018).  

MTT test 

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijev bromid) test je često korišteni 

kolorimetrijski test za ispitivanje vijabilnosti stanica. Temelji se na mjerenju aktivnosti 

mitohondrijskih dehidrogenaza koje u metabolički aktivnim stanicama reduciraju ţuti MTT u 

ljubičasto-plavi formazan uz NADH. S obzirom da je takav formazan netopljiv u vodi, taloţi 

se u citosolu te nakon lize stanica moţe biti otopljen u organskim otapalima. Intenzitet 

obojenja nastale otopine koji se odreĎuje spektrofotometrijski, proporcionalan je koncentraciji 

nastalog formazana, odnosno metaboličkoj aktivnosti stanica. Iako je MTT test osjetljiv s 

obzirom da toksični medijatori vrlo brzo utječu na katalitičku aktivnost enzima, treba uzeti u 

obzir da redukcija MTT u formazan moţe nastupiti i drugim mehanizmima (Scherlieβ, 2011).  

Neutral red test 

Neutral red (NR) test koristi svojstvo aktivnih stanica da pri fiziološkom pH internaliziraju 

boju neutralno crvenu (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid) koja se zatim 

elektrostatski veţe na negativno nabijenu unutrašnju površinu lizosoma budući da se u kiseloj 

unutrašnjosti lizosoma protonira. Kada stanica umre ili doĎe do promjene u pH, boja ne moţe 

biti koncentrirana u lizosomima stoga je intenzitet obojenja mjera vijabilnosti stanica, 

odnosno oštećenja lizosoma. Boja se moţe kvantificirati spektrofotometrijski nakon 

ekstrakcije kiselom etanolnom otopinom (Aslantürk, 2018). NR test smatra se manje 

osjetljivim od MTT testa jer jedino stanice koje su potpuno izgubile funkciju, a time i 

negativan naboj membrane lizosoma ne veţu boju što se detektira kao smanjen intenzitet 

signala u odnosu na kontrolne stanice kod kojih je naboj očuvan (Scherlieβ, 2011). 

LDH test 

LDH test temelji se na kvantifikaciji citosolnog enzima laktat dehidrogenaze (LDH) u mediju 

nakon toksičnog učinka koji rezultira oštećenjem stanične membrane i curenjem staničnog 

sadrţaja. LDH katalizira redukciju laktata u piruvat pri čemu nastaje NADH/H
+
 čija se 

koncentracija moţe odrediti izravno spektrofotometrijski (Yang i sur., 2009) ili sekundarnom 

reakcijom gdje se NADH troši za redukciju tetrazolijeve soli (MTT ili INT (2-(4-jodofenil)-3-

(4-nitrofenil)-5-feniltetrazolijev klorid) u formazan koji se takoĎer odreĎuje 
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spektrofotometrijski (Scherlieβ, 2011; Aslantürk, 2018). Količina detektiranog formazana, 

odnosno nastalog NADH/H
+
, proporcionalna je količini LDH u mediju, odnosno oštećenju 

stanica. Kako bi se odredila maksimalna moguća koncentracija LDH u mediju, nuţna je 

pozitivna kontrola, pri čemu se često koriste poznate membranolitičke tvari kao što je 

detergent Triton X-100 (Aslantürk, 2018). Budući da LDH ulazi u medij u kojemu se nalazi 

terapijski sustav, potrebno je utvrditi moţe li koja od sastavnica sustava ili medija ući u 

interakciju s enzimom koja bi dovela do pogrešnih rezultata (Scherlieβ, 2011). 

WST test 

WST kolorimetrijski test temelji se na redukciji tetrazolijevih soli u vodotopljive oblike 

formazana posredovanoj staničnim dehidrogenazama u metabolički aktivnim stanicama. 

Svijetlo crvena WST-1 sol (natrijev (2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H 

tetrazolid) prelazi u tamno crveni formazan, dok blijedo ţuta WST-8 sol (natrijev (2-(2-

metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H tetrazolid) prelazi u narančasti 

oblik. Ovisno o dobivenom obliku, kvantifikacija formazana koji odraţava broj aktivnih 

dehidrogenaza provodi se spektrofotometrijski pri različitim valnim duljinama (Scherlieβ, 

2011). Test se koristi i za procjenu proliferacije stanica. WST-8 test je osjetljiviji, pogotovo 

pri neutralnom pH te korišteni reagens i dobiveni produkti nisu toksični što omogućava 

provedbu daljnjih testiranja na istoj kulturi. Za razliku od MTT testa, dobiveni formazan je 

topljiv tako da ne zahtjeva dodatan korak otapanja, ali kao i kod MTT testa redukcija moţe 

nastupiti i drugim mehanizmima (Aslantürk, 2018). 

 

1.1.3. Fluorimetrija 

Fluorimetrijska mjerenja su široko primjenjiva, jednostavna i osjetljivija od kolorimetrijskih 

testova iako su temeljena na sličnom principu s razlikom što produkt nastao enzimskom 

reakcijom u aktivnim stanicama ne emitira boju, već fluorescira. Problem stvaraju 

fluorescirajuće interferencije te mogući toksični učinak na stanice (Aslantürk, 2018). 

Mjerenje oksidativnog stresa 

Kada su stanice izloţene toksičnim medijatorima, opaţeno je povećanje unutarstaničnog 

oksidativnog stresa. Reaktivni kisikovi spojevi (ROS) koji nastaju mogu se odrediti reakcijom 

s 2,7-diklorofluorescein diacetatom (DCFH-DA). U reakciji se stvara visoko fluorescentni 
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spoj diklorofluorescein (DCF) koji se kvantificira fluorospektrofotometrijski. TakoĎer se 

mogu odrediti i drugi unutarstanični medijatori oksidativnih oštećenja, kao što su glutation 

(GSH), superoksid dismutaza (SOD) i malondialdehid (MDA) (Yang i sur., 2009). 

 

1.1.4. Luminometrija 

Luminometrijska mjerenja temelje se na brzoj i jednostavnoj detekciji luminiscencije nakon 

dodatka reagensa i enzima luciferaze kulturama stanica sisavaca.  

ATP test 

ATP (adenozin 3-fosfat) je najvaţniji izvor energije u stanicama. Produkcija ATP-a u 

stanicama naglo pada kada su letalno oštećene. Mjerenje se temelji na pretvorbi luciferina u 

luminiscirajući oksiluciferin uz pomoć luciferaze u prisutnosti magnezijevih iona i ATP-a. 

Jakost signala je linearno proporcionalna koncentraciji ATP-a, odnosno ţivih stanica. ATP 

test je najbrţi, najosjetljiviji i najmanje sklon stvaranju artefakata (Aslantürk, 2018). 

Mjerenje vijabilnosti u realnom vremenu (engl. Real-time viability assay) 

Jedina metoda kojom se mjeri vijabilnost stanica u realnom vremenu temelji se na primjeni 

prosupstrata koji metabolički aktivne stanice pretvaraju u supstrat luciferaze. Smanjivanjem 

broja aktivnih stanica tijekom vremena, smanjuje se i intenzitet luminiscencije produkta 

luciferaze. MeĎutim, inkubacijsko vrijeme u kojem je signal proporcionalan broju aktivnih 

stanica ovisi o broju stanica po jaţici i njihovoj metaboličkoj aktivnosti zbog čega se mora 

odrediti empirijski za svaku staničnu liniju i gustoću nasaĎivanja (Aslantürk, 2018). 

1.2 In vitro ispitivanja biokompatibilnosti praškastih sustava za nazalnu primjenu 

Prednost praškastih sustava za nazalnu primjenu u odnosu na tekuće sustave je smanjena 

potreba za korištenjem pomoćnih tvari prilikom oblikovanja djelatne tvari što smanjuje rizik 

od toksičnih reakcija (Niţić Nodilo i sur., 2021). U takvom obliku moţe se primijeniti velika 

količina same djelatne tvari, što s druge strane moţe uzrokovati toksičnost ovisnu o 

koncentraciji tvari. Ispituje se i utjecaj praškastog sustava na sluznicu u ovisnosti o pH i 

osmolalnosti formulacije na mjestu primjene (Scherlieβ, 2011).  

Terapijske sustave bi bilo najprikladnije testirati u obliku kako će biti primjenjivani od strane 

pacijenta, ali nanošenjem prašaka ne moţe se postići dovoljna homogenost (Gonçalves i sur., 
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2016). Kako bi se postigla reproducibilnost rezultata, preporuča se dispergiranje praška u 

tekućem mediju ili nanošenje u obliku aerosola (Lim i sur., 2001). U Tablici 2. dan je pregled 

objavljenih in vitro ispitivanja biokompatibilnosti praškastih sustava koji su svi uključivali 

resuspendiranje testiranog sustava u mediju ili puferu i tretiranje stanica suspenzijom. 

Tablica 2. Pregled in vitro ispitivanja biokompatibilnosti praškastih sustava za nazalnu 

primjenu 

Tip sustava Polimeri Obrada Zaključak Literatura 

Mikročestice s 

gentamicinom 

kao modelnim 

lijekom 

HA, CH i 

mješavina 

HA/CH 

 

Ispitivanje MTT 

testom na 

16HBE14o-

stanicama 

Nema znakova toksičnosti 

niti jedne formulacije 

(mikročestice pripravljene 

od HA, CH te mješavine 

oba polimera). 

Lim i 

sur., 

2001 

Liofilizirani 

praškasti sustav 

HA-CL – 

SAP 

Biokompatibilnos

t je ispitana MST 

testom na RPMI 

2650 stanicama 

Nije uočena toksičnost 

ispitanog polimera na 

staničnom modelu nazalnog 

epitela.  

Fallacara 

i sur., 

2019 

Hibridne 

nanočestice s 

uklopljenim 

BSA za nazalnu 

imunizaciju 

PbAE-

PLGA 

Ispitivanje 

toksičnosti MTT 

testom na Calu-3 i 

A549 staničnim 

linijama 

Citotoksičnost PbAE 

polimera ovisna je o 

koncentraciji, dok 

hibridizacija s PLGA 

smanjuje toksičnost. 

Sinani i 

sur., 

2017 

Mikročestice s 

granisetronom 

HP-ß-CD i 

CMC-Na 

Ispitivanje MTS 

testom na HNE 

primarnim 

stanicama  

Ispitane formulacije nisu 

pokazale toksičnost.  

Cho i 

sur., 

2010 

Mikročestice s 

uklopljenim 

ropinirolom 

PLGA / 

DPPC/ 

trimetil- 

kitozan 

MTT test izveden 

na Calu-3 

staničnom modelu 

Formulacije nisu pokazale 

toksičnost čak ni pri 

koncentraciji od 1 mg/ml. 

Karavasi

li i sur., 

2015 

HA – hijaluronan; CH – kitozan hidroglutamat; HA-CL – poprečno povezana hijaluronska kiselina; SAP – natrijev askorbil fosfat; BSA – 

svinjski serumski albumin; PbAE – poli(β-amino ester) polimer; PLGA – kopolimer mliječne i glikolne kiseline; HP-ß-CD – hidroksipropil-

ß-ciklodekstrin; CMC-Na – natrijeva karboksimetilceluloza; HNE – humane nazalne epitelne; PLGA – kopolimer laktatne i glikolne 

kiseline; DPPC – dipalmitoilfosfatidilkolin; MTT – 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolin bromid; MTS – 5-(3-

karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetil-tiazol)-3-(4-sulfofenil) tetrazolin sol 
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1.3. In vitro ispitivanja permeabilnosti 

Primjena lijekova putem nazalne sluznice istraţuje se kao neinvazivni način primjene, ne 

samo lijekova s lokalnim učinkom kao što su vazokonstriktori ili protuupalni lijekovi, već i 

lijekova sa sistemskim učinkom, posebno koji se inaktiviraju nakon oralne primjene. TakoĎer 

se istraţuje i nazalna primjena lijekova s učinkom na središnji ţivčani sustav s ciljem izravne 

dostave zaobilazeći krvno-moţdanu barijeru (Salade i sur., 2019; Trenkel i Scherließ, 2021). 

Nazalna apsorpcija lijekova učinkovita je zbog dobre vaskularizacije i velike površine nosne 

sluznice. MeĎutim, ograničena je eliminacijom lijeka s mjesta primjene putem mukocilijarnog 

klirensa (5 mm/min u zdravih ljudi), malim volumenom primjene (25 – 200 µl) i prisustvom 

enzima. Jedan od glavnih čimbenika koji utječe na mogućnost nazalne primjene lijeka je i 

permeabilnost kroz epitelnu barijeru koja ovisi o svojstvima primijenjenog lijeka kao što su 

molekulska masa, disocijacijska konstanta (pKa), naboj, veličina čestica, polimorfizam, 

topljivost, brzina otapanja, koeficijent razdiobe (log P) izmeĎu oktanola i vode, kao i o pH 

okolnog medija, površini, viskoznosti i naboju apsorpcijske membrane, duljini puta apsorpcije 

te interakciji lijeka s membranom (Bhise i sur., 2008; Bitter i sur., 2011; Sousa i Castro, 

2016).  

Slika 1. Mehanizmi transporta lijekova kroz epitelnu nazalnu membranu: A. transcelularna 

pasivna difuzija, B. paracelularna pasivna difuzija, C. transport posredovan nosačima,  

D. transcitoza, E. efluksni transport 

Prilikom ekstravaskularne primjene lijek se mora apsorbirati kako bi dospio do mjesta učinka 

ili krvotoka. Prijenos kroz nazalni epitel moţe biti transcelularni (kroz stanice) ili 

paracelularni (izmeĎu stanica) (Slika 1.). Paracelularni prijenos je zapravo pasivna difuzija 
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malih hidrofilnih molekula, dok transcelularni prijenos, uz pasivnu difuziju lipofilnih 

molekula obuhvaća i druge mehanizme kao što je prijenos pomoću nosača (aktivna ili 

olakšana difuzija) i trancitoza. Pasivna difuzija je najvaţniji mehanizam prijenosa za lijekove 

i uključuje prijenos molekula niz koncentracijski ili elektrokemijski gradijent bez utroška 

energije. Takav prijenos ne zahtijeva transporter, nije saturabilan niti specifičan, ali ovisi o 

molekulskoj masi i lipofilnosti molekule (Cabrera-Pérez, 2016; Sousa i Castro, 2016). 

Ukoliko topljivost lijeka nije limitirajući čimbenik, njegova permeabilnost odreĎuje 

uspješnost apsorpcije. ProvoĎenje ispitivanja permeabilnosti lijeka korištenjem različitih in 

vitro, ex vivo i in vivo modela omogućuje predviĎanje apsorpcije lijeka preko nazalnog epitela 

nakon primjene u ljudi. In vitro i ex vivo ispitivanja dijelom imitiraju uvjete prilikom primjene 

in vivo čime se moţe dobiti uvid u transport lijeka kroz epitel i kako na njega utječu pomoćne 

tvari u formulaciji. MeĎutim, utjecaj mukocilijarnog klirensa i lokalnog metabolizma unutar 

nosne šupljine ne uzima se u obzir te je korelacija s rezultatima in vivo slabija ukoliko se tvar 

prenosi transporterima ili je podvrgnuta efluksnim mehanizmima (Zhang, 2013). Ex vivo 

ispitivanjima, formulacije se testiraju na pravom nazalnom tkivu, no zbog varijacija u debljini 

tkiva, aktivnosti i tipu prisutnih enzima u različitih animalnih vrsta, dobiveni rezultati ne 

mogu se jednostavno usporeĎivati. Pretklinički probir tvari/sustava prema svojstvu 

permeabilnosti moţe se provoditi kromatografijom na imobiliziranim umjetnim membranama 

(engl. immobilised artificial membrane chromatography) i testom propusnosti na umjetnim 

membranama (engl. parallel artificial membrane permeability assay, PAMPA) (Cabrera-

Pérez, 2016). MeĎutim, slično kao i kod ispitivanja biokompatibilnosti, in vitro ispitivanja 

permeabilnosti na staničnim linijama predstavljaju jeftin i efikasan probir koji smanjuje 

potrebu za testiranjem na ţivotinjama, time i količinu utrošenog lijeka, dok istovremeno 

omogućuje jednostavnu kontrolu i promjenu uvjeta ispitivanja (Sousa i Castro, 2016; Salade i 

sur., 2019). Ograničenje in vitro metoda u ispitivanju permeabilnosti je varijabilnost budući 

da rezultati ovise o mediju koji je korišten za uzgoj stanica, temperaturi, praćenim 

protokolima, staničnom soju, broju dijeljenja stanica (engl. passage number) i samom 

istraţivaču što onemogućuje usporedbu rezultata iz različitih istraţivanja (Cabrera-Pérez, 

2016). 

Kao standard u in vitro ispitivanjima permeabilnosti lijekova koristi se statični Transwell
®

 

sustav jaţica s dva odjeljka (apikalni i bazalni) koji su meĎusobno odvojeni polupropusnom 

membranom. Membrana moţe biti različite površine te gustoće i veličine pora. Stanice koje 
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sluţe kao model in vivo barijere nasaĎuju se na membranu, a nakon što dosegnu 

zadovoljavajuću konfluentnost provodi se ispitivanje permeabilnosti nanošenjem 

farmaceutskog oblika u apikalni odjeljak. Sadrţaj lijeka u bazolateralnom odjeljku u 

promatranom vremenu mjera je uspješnosti prijenosa lijeka kroz sloj stanica (Sousa i Castro, 

2016; Frost i sur., 2019).  

Kao in vitro modeli koriste se primarne ili besmrtne stanice. Odabir vrste primarnih stanica za 

pojedino istraţivanje ovisi o djelovanju lijeka koji se ispituje – lokalno, sistemsko ili u 

središnjem ţivčanom sustavu. Korištenjem primarnih stanica mogu se in vitro uzgojiti tkiva s 

više vrsta stanica koja točnije predstavljaju stvarni sustav. Specifičnim probirom donora 

stanica moguće je uzgojiti one koje ispoljavaju traţenu bolest zbog čega pruţaju veću 

kliničku relevantnost. Stoga se primarne stanice preporučuju kao modeli za detaljnija 

ispitivanja, no ne i za probir potencijalnih djelatnih tvari/terapijskih sustava, s obzirom na 

kompleksnost modela i varijabilnost rezultata. S druge strane, besmrtne stanice su jeftinije, 

standardizirane i reproducibilne, lako se uzgajaju i dijele te brzo postiţu konfluentnost kao 

polarizirani monoslojevi. Za ispitivanje permeabilnosti lijekova za nazalnu primjenu koriste 

se humane stanične linije RPMI 2650 (stanice humanog anaplastičnog karcinoma skvamoznih 

stanica nazalnog septuma) i 16HBE (epitelne stanice bronha pacijenta s transplatiranim srcem 

i plućima) te Calu-3 stanična linija adenokarcinoma pluća koja je korištena u ovom radu 

(Salade i sur., 2019). Iako se najčešće uzgaja jednostavna monokultura stanica koje su 

najbrojnije u mukoznoj membrani od interesa (u ovom slučaju epitelne stanice), kako bi se 

bolje simulirao stvarni sastav membrane i dobili realniji rezultati mogu se koristiti i ko-

kulture različitih vrsta stanica (Cabrera-Pérez, 2016).  

Slika 2. Ilustracija Calu-3 stanične kulture na granici mediji – zrak 

Kako bi kultura stanica odraţavala nazalni epitel, potreban je uzgoj na granici „medij – zrak“ 

(engl. air-liquid interface, ALI). ALI označava da su stranice s apikalne strane izloţene zraku, 



10 

 

dok su s bazolateralne uronjene u medij (Slika 2.) što rezultira polarizacijom stanica kao što 

se to dogaĎa u epitelu nosne šupljine. Calu-3 polarizirane stanice na apikalnoj strani imaju 

cilije i proizvode mukus, odnosno sličnije su morfologije stanicama nosnog epitela nego 

stanice uzgojene potpuno uronjene u hranidbeni medij (engl. liquid-liquid culture, LLC) 

(Sousa i Castro, 2016; Niţić Nodilo, 2021). Stanice u kulturi meĎusobno su vezane čvrstim 

vezama te monosloj ima barijerna svojstva slična nazalnom epitelu (Salade i sur., 2019). 

Navedene karakteristike Calu-3 staničnog monosloja čine ga idealnim modelom nazalne 

sluznice za ispitivanja permeabilnosti potencijalnih lijekova. 

Prilikom ispitivanja permeabilnosti ključno je farmaceutski oblik nanijeti na apikalnu stranu 

monosloja homogeno i reproducibilno, bez oštećivanja staničnog sloja. Nehomogeno 

nanošenje uzoraka moţe utjecati na koncentracijski gradijent, a oštećenje monosloja izravno 

mijenja količinu transportiranog lijeka kroz membranu. Integritet monosloja prati se 

mjerenjem transepitelnog električnog otpora (engl. transepithelial electrical resistance, 

TEER). TEER je otpor izmeĎu apikalnog i bazolateralnog odjeljka koji se računa iz sljedeće 

formule:  

     (      )        ( )                    (   ) (1) 

Količina transportiranog lijeka odreĎuje se u uzorcima koji se uzimaju iz receptorskog 

odjeljka u prethodno odreĎenim intervalima. Iz dobivenih rezultata moţe se izračunati 

prividni koeficijent permeabilnosti (Papp) prema formuli: 

      
  

  
 
 

   
                    

(2) 

gdje dQ/dt označava brzinu permeacije lijeka kroz membranu (µg/s), P je površina 

permeacijske barijere (cm
2
), a C0 inicijalna koncentracija lijeka u donorskom odjeljku 

(µg/ml). Papp opisuje efikasnost prolaska lijeka kroz membranu definirane površine (Salade i 

sur., 2019). 
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Tablica 3. Prikaz objavljenih in vitro ispitivanja permeabilnosti lijeka iz praškastih sustava za 

nazalnu primjenu. 

Tip sustava Polimeri Obrada Zaključak Literatura 

Anionski 

liposomi s 

uklopljenim 

grelinom 

Liposomi 

obloţeni 

kitozanom 

Permeabilnost grelina 

kroz Calu-3 stanični 

monosloj iz 

praškastog i tekućeg 

sustava 

Praškasti sustav 

osigurava bolju 

permeabilnost lijeka od 

suspenzije zbog veće 

koncentracije lijeka na 

mjestu primjene. 

Salade i 

sur., 2018 

Mikrosfere HA 

s uklopljenim 

feksofenadinom 

za nazalnu 

primjenu sa ili 

bez natrijeva 

taurokolata 

PEG 6000 

Permeabilnost lijeka 

ispitana je na HNE 

staničnom monosloju 

Bez natrijeva 

taurokolata nema razlike 

u permeabilnosti 

slobodnog i uklopljenog 

lijeka. Natrijev 

taurokolat pospješuje 

permeaciju 

paracelularnim putom 

zbog djelovanja na 

meĎustanične čvrste 

veze. 

Huh i sur., 

2010 

Mikročestice s 

gentamicinom 

kao modelnim 

lijekom 

HA, CH i 

njihova 

mješavina 

HACH 

Provedeno je mjerenje 

TEER vrijednosti i 

fluorescentno bojanje 

membrana 

16HBE14o- stanica 

izloţenih 

farmaceutskom 

obliku. 

HA i CH pokazali su se 

kao uspješni 

pospješivači permeacije 

lijeka s reverzibilnim 

učinkom. 

Lim i sur., 

2001 

Mikročestice s 

granisetronom 

HP-ß-CD 

i CMC-

Na 

Monosloj HNE 

stanica uzgojene u 

ALI uvjetima 

Uklapanje lijeka u 

mikrosfere značajno 

povećava njegovu 

permeaciju. 

Cho i sur., 

2010 

PEG – polietilenglikol; HA – hijaluronan; CH – kitozan hidroglutamat; HNE – humane nazalne epitelne; ALI – engl. air liquid interface: 
HP-ß-CD – hidroksipropil-ß-ciklodekstrin; CMC-Na – natrijeva karboksimetilceluloza; 

 

Uz izmjerene vrijednosti TEER i Papp za lijek, moţe se zaključiti na koji način lijek prolazi 

kroz membranu (paracelularno ili transcelularno) te narušava li integritet membrane, odnosno 

kakav utjecaj ima na čvrste veze, kao i kakav utjecaj na permeabilnost lijeka imaju ostale tvari 
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u formulaciji. Idealno, terapijske sustave bi trebalo testirati na isti način kako će biti 

primjenjivani od strane pacijenta. MeĎutim, kod praškastih sustava pokazano je da se 

njihovim nanošenjem u izvornom obliku ne moţe postići dovoljna homogenost (Gonçalves i 

sur., 2016) te se preporuča dispergiranje praška u tekućem mediju ili nanošenje u obliku 

aerosola kako bi se postigla dovoljna reproducibilnost. Praškasti sustavi osiguravaju veću 

koncentraciju djelatne tvari na mjestu primjene, potičući njezinu apsorpciju (Jurišić Dukovski 

i sur., 2019). Povećanje bioraspoloţivosti se moţe postići i uklapanjem lijeka u terapijske 

sustave kao što su nanočestice i liposomi, zatim korištenjem pospješivača permeacije 

(ciklodekstini, surfaktanti) ili mukoadhezivnih polimera koji bubrenjem osiguravaju dulje 

zadrţavanje na mjestu primjene (karbopol, kitozan, derivati celuloze), dok kitozan i 

reverzibilno otvara meĎustanične čvrste veze potičući paracelularni transport (Bhise i sur., 

2008). U Tablici 3. dan je prikaz objavljenih in vitro ispitivanja permeabilnosti lijeka iz 

praškastih sustava za nazalnu primjenu u kojima je opisan utjecaj primjene lijeka u obliku 

praška, kao i različitih pospješivača na transport lijeka kroz membrane.  

 

 

 

1.4. Utjecaj osmolalnosti ispitivanog sustava na njegovu biokompatibilnost i 

permeabilnost uklopljenog lijeka 

Djelatne tvari i pomoćne tvari koje se koriste u oblikovanju farmaceutskog oblika mogu 

utjecati na osmolalnost formulacije te mogu rezultirati iritacijom nosne sluznice. Opisano je 

kako hipertonični i izotonični sustavi uzrokuju minimalna stanična oštećenja tijekom nazalne 

primjene. S druge strane, hipotonični sustavi dovode do povećanog oslobaĎanja LDH iz 

stanica u okolni medij što ukazuje na izraţeniji štetni utjecaj. Pretpostavlja se da je 

oslobaĎanje LDH iz stanica posljedica njihovog bubrenja uzrokovanog povećanom 

apsorpcijom vode iz hipotoničnog medija. Hipertonične otopine rezultiraju smeţuravanjem 

stanica zbog gubitka vode kroz staničnu membranu što ne uzrokuje curenje staničnog 

sadrţaja, već omogućuje preţivljavanje stanice. Osmolalnost od 450 mOsm/kg je maksimalna 

vrijednost pri kojoj nije primijećeno smeţuravanje stanica. Pri većim vrijednostima, 

elektronskim mikroskopom mogu se pratiti reverzibilne morfološke promjene unutar stanica 

koje mogu utjecati na tercijarnu strukturu proteina koji su uključeni u kontakt izmeĎu stanica 
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(Nilsson i sur., 2007). Zbog navedenog, za nazalnu primjenu preporuča se osmolalnost 

apliciranog sustava jednaka ili veća od 300 mOsm/kg (Pujara i sur., 1995). Hipertonične 

otopine se zbog sigurnosti ipak preporučuju samo za hitnu ili jednokratnu uporabu, dok se 

prednost uvijek daje izotoničnim pripravcima (Bitter i sur., 2011). 

Osmolalnost utječe na apsorpciju supstancija kroz nazalni epitel. Hiperosmotski sustavi mogu 

uzrokovati pucanje ionskih veza unutar mukusa čime se smanjuje njegova viskoznost (Wark i 

sur., 2005) i olakšava kontakt primijenjenih tvari sa samim stanicama. MeĎutim, najviše je 

proučavan utjecaj hipertoničnih otopina na otvaranje čvrstih veza izmeĎu epitelnih stanica 

(Högman, Mörk i Roomans, 2002; Relova i Roomans, 2001). Prema rezultatima studija, soli 

poput natrijeva klorida imaju jači utjecaj na čvrste veze u usporedbi s neionskim molekulama 

kao što su manitol ili ksilitol. Pad TEER vrijednosti pri izloţenosti soli je izraţeniji i dogaĎa 

se i pri niţim vrijednostima osmolalnosti sustava. To se moţe objasniti specifičnom 

interakcijom nabijenih čestica s proteinima čvrstih veza ili citoskeletom uz nespecifični 

učinak koji pokazuju i neionske molekule (Nilsson i sur., 2007). U istraţivanju Nilsson i 

suradnika (2006) uočen je linearni odnos izmeĎu osmolalnosti i broja otvorenih čvrstih veza, 

odnosno pada TEER vrijednosti. Procijenjeni koeficijent determinacije r
2
 = 0,92 potvrĎuje 

veliki utjecaj osmolalnosti na otvaranje čvrstih veza (Nilsson i sur., 2006). Budući da se pri 

ponovnoj uspostavi izoosmolalnih uvjeta stanice morfološki oporavljaju te se TEER 

vrijednosti vraćaju na više razine, utjecaj hiperosmolalnih otopina na stanice smatra se 

reverzibilnim što je u skladu sa studijama o toksičnosti hiperosmolalnih otopina (Nilsson i 

sur., 2007). 
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2. Obrazloženje teme 

Nazalni put primjene lijekova alternativni je način dostave lijekova s lokalnim i sistemskim 

učinkom, ali i potencijalni način dostave lijekova izravno u središnji ţivčani sustav. Na takav 

se način izbjegava krvno-moţdana barijera te smanjuje rizik razvoja nuspojava u usporedbi sa 

sistemskom primjenom (Salade i sur., 2019).  

Izazov kod nazalne primjene predstavlja brzi mukocilijarni klirens koji smanjuje zadrţavanje 

lijeka na mjestu primjene (Hafner i sur., 2014). Kao rješenje istraţuju se novi praškasti 

terapijski sustavi za nazalnu primjenu u obliku mikrosfera čija su osnova mukoadhezivni 

polimeri. Polimeri bubrenjem u dodiru sa sluznicom stvaraju mukoadhezivni gel čime se 

produljuje zadrţavanje lijeka na mjestu depozicije (Niţić Nodilo i sur., 2021). TakoĎer, u 

usporedbi s tekućim pripravcima, praškasti sustavi pokazuju veću kemijsku, fizičku i 

mikrobiološku stabilnost bez potrebe za dodatkom pomoćnih tvari. Nadalje, pogodni su za 

dostavu teško topljivih lijekova te na mjestu depozicije u nosnoj šupljini osiguravaju veću 

koncentraciju lijeka (Jurišić Dukovski i sur., 2019).  

Praškasti sustavi pokazuju značajan potencijal za nazalnu primjenu uz nuţnu optimizaciju 

svojstava kao što su osmolalnost na mjestu primjene, reološka svojstva te profil nazalne 

depozicije što se moţe ostvariti miješanjem s inertnim nosačima odgovarajuće veličine. U 

ranoj fazi razvoja novih terapijskih sustava nuţna su ispitivanja biokompatibilnosti, kao i 

utjecaj sustava na permeabilnost lijeka na in vitro modelima kao probir prije kompleksnijih in 

vivo testiranja na ţivotinjama (Zhang i sur., 2016). Kao model za in vitro istraţivanja koristi 

se Calu-3 stanična linija adenokarcinoma pluća koja stvara monosloj stanica meĎusobno 

povezanih čvrstim vezama što morfološki odgovara nazalnom epitelu (Salade i sur., 2019). 

Cilj ovog rada bio je pripremiti praškaste sustave mikrosfera temeljenih na pektinu i 

hipromelozi s uklopljenim natrijevim deksametazon fosfatom (NDF-om) i inertnog nosača 

(laktoze i manitol) te tako pripravljenim sustavima odrediti osmolalnost nakon dispergiranja u 

odgovarajućem mediju; nadalje, in vitro ispitivanjima na Calu-3 staničnom modelu nazalnog 

epitela odrediti biokompatibilnost pripravljenih sustava te ispitati permeabilnost uklopljenog 

NDF-a iz praškastih sustava kroz navedeni stanični model kao prediktor permeabilnosti kroz 

nosnu sluznicu. Planirana ispitivanja nastavak su na istraţivanje Bobičanec i Kobaš (2020) 

prema kojem su se isti sustavi pokazali prikladnima za nazalnu primjenu prema reološkim 

svojstvima, kutu raspršenja i profilu nazalne depozicije in vitro. In vitro ispitivanja 
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biokompatibilnosti i permeabilnosti na staničnom modelu idući su korak u razvoju 

formulacije. 

 

Specifični ciljevi 

 Pripraviti mikrosfere s NDF-om metodom sušenja raspršivanjem vodene otopine 

pektina, hipromeloze i NDF-a te odrediti uspješnost procesa 

 Oblikovati praškaste sustave miješanjem inertnih nosača (laktoze i manitola) s 

pripravljenim mikrosferama s NDF-om te odrediti homogenost pripravljenih praškastih 

sustava 

 Odrediti osmolalnost pripravljenih sustava nakon dispergiranja u odgovarajućem mediju  

 Ispitati biokompatibilnost praškastih sustava s NDF-om in vitro na Calu-3 staničnom 

modelu nazalnog epitela 

 Ispitati permeabilnost NDF-a iz pripravljenih praškastih sustava kroz Calu-3 stanični 

monosloj 
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3. Materijali i metode 

3.1. Materijali 

Za izradu mikrosfera s uklopljenom djelatnom tvari korišteni su natrijev deksametazon fosfat 

(dalje u tekstu označen kao NDF; Carbosynth Ltd., Ujedinjeno Kraljevstvo), niskoamidirani 

visokometoksilirani pektin (dalje u tekstu označen kao pektin; Pectin Amid CF 005, 

ljubaznošću donirano od Herbstreith&Fox, Njemačka) i hipromeloza 

(hidroksipropilmetilceluloza; Metolose
®
 SH 4000) Shin-Etsu Chemical Co. LTD, Japan). 

Mikrosfere su miješane s inertnim praškastim nosačima, laktoza monohidratom GranuLac
®

 

200 (dalje u tekstu označen kao laktoza; Meggle, Njemačka) te manitolom (BDH Prolabo
®
, 

VWR International Ltd, Ujedinjeno Kraljevstvo).  

Tijekom ispitivanja biokompatibilnosti i permeabilnosti pripravljenih sustava korištena je 

humana stanična linija adenokarcinoma pluća Calu-3 (ATCC
®
 HTB-55™, ATCC, SAD) za 

čiji je uzgoj korišten Dulbeccov modificirani Eaglov medij (engl. Dulbecco's Modified Eagle 

Medium, DMEM; Sigma-Aldrich, Njemačka). Medij za uzgoj stanica sadrţavao je fetalni 

goveĎi serum (engl. fetal bovine serum, FBS; 10 % V/V; Sigma-Aldrich, SAD) te antibiotike 

penicilin i streptomicin (1 % V/V, Lonza, Švicarska). Za odvajanje stanica od podloge 

korištena je otopina tripsina (0,25 %, m/V; Capricorn Scientific GmbH, Njemačka) i EDTA 

(etilendiamintetraoctena kiselina; 0,5 mM; Lonza Group Ltd, Švicarska).  

Za izradu mobilne faze za tekućinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (engl. high-

performance liquid chromatography, HPLC) korišteni su acetonitril (Fisher Chemical, 

Thermo Fisher Scientific, SAD) i 5 mM acetatni pufer (pH 4,5). Za ispitivanja su takoĎer 

korišteni pufer balansiran Hankovim solima (engl. Hank's balanced salt solution, HBSS) pH 

7,4, uz dodatak 5,3 mM Ca
2+

 (HBSS-Ca
2+

), pripremljen otapanjem KCl (5,37 mM), NaHCO3 

(4,17 mM), NaCl (136,89 mM), D-glukoza monohidrata (5,55 mM) (svi dobavljeni od 

Kemig, Hrvatska), KH2PO4 (0,44 mM) (Kemika, Hrvatska), Na2HPO4 × 2H2O (0,34 mM) 

(Fluka Chemie AG, Švicarska) i CaCl2 × 2H2O (5,3 mM) (Sigma-Aldrich, Njemačka) u 

pročišćenoj vodi te fiziološka otopina puferirana fosfatima (pH 7,4) (engl. phosphate-buffered 

saline, PBS; Lonza, Švicarska). Za ispitivanje biokompatibilnosti korištena je otopina 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijev bromid (MTT; Sigma Aldrich, Njemačka). 
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3.2. Metode  

3.2.1. Priprava mikrosfera s uklopljenim NDF-om 

Mikrosfere s NDF-om pripravljene su sušenjem raspršivanjem otopine NDF-a, pektina i 

hipromeloze koja je pripravljena miješanjem koncentriranih otopina polimera i lijeka. Otopina 

pektina (1,4 %, m/m) pripremljena je otapanjem pektina u pročišćenoj vodi pri sobnoj 

temperaturi tijekom 24 sata uz stalno miješanje na magnetskoj miješalici nakon čega je 

otopina profiltrirana. Otopina hipromeloze (1,2 %, m/m) pripravljena je dispergiranjem 

hipromeloze u pročišćenoj vodi zagrijanoj pri 80-85 °C te miješanjem na magnetskoj 

miješalici 24 sata pri sobnoj temperaturi te je zatim čuvana u hladnjaku 24 sata prije upotrebe. 

Otopina NDF-a (0,135 %, m/m) pripravljena je otapanjem krutine NDF-a u pročišćenoj vodi. 

Iz otopina polimera i lijeka pripravljeno je 250 g smjese otopina dodavanjem pročišćene vode 

do konačnog masenog udjela svake od otopljenih tvari (NDF-a, pektina te hipromeloze) od 

0,2 % (maseni omjer sastavnica je 1:1:1). 

Pripravljena smjesa otopina sušena je raspršivanjem na ureĎaju Büchi Mini Spray Dryer B–

190 (Büchi, Švicarska). Korištena je sapnica promjera 0,7 mm dok su parametri sušenja bili 

sljedeći: ulazna temperatura 160 °C, izlazna temperatura 102 °C, protok komprimiranog zraka 

650 Nl/h, kapacitet aspiratora 50 % te brzina protoka otopine 2,5 g/min. Nakon vaganja 

dobivenih mikrosfera iskorištenje procesa izračunato je prema sljedećoj formuli: 

  ( )   
                          (  )

                                     (  )
      (3) 

Masa suhe tvari u otopini za sušenje korištena u formuli izračunata je iz masenih udjela  

NDF-a, pektina i hipromeloze, te mase pripremljene vodene otopine koja je sušena 

raspršivanjem. 

 

3.2.2. OdreĎivanje uspješnosti uklapanja NDF-a u mikrosfere 

Količina NDF-a uklopljenog u mikrosfere odreĎena je spektrofotometrijskom metodom. 

Uzorak je pripremljen dispergiranjem 10 mg mikrosfera s NDF-om u 50 ml pročišćene vode. 

Disperzija je miješana tijekom 24 sata na magnetnoj miješalici te nakon filtriranja (0,22 μm, 

Chromafil, Macherey-Nagel GmbH&Co, Njemačka) razrijeĎena pročišćenom vodom u 

omjeru 1:5 (V/V). Sadrţaj NDF-a odreĎen je UV-Vis spektrofotometrom (UV-Visible 
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Spectrophotometer Cary 50 Probe, Varian, SAD) pri valnoj duljini od 241 nm. Postupak je 

proveden u triplikatu. 

Iz dobivenih rezultata izračunata je koncentracija NDF-a pomoću prethodno izraĎenog 

baţdarnog pravca s jednadţbom A = 0,029 × C (Bobičanec i Kobaš, 2020). Prethodno je 

ispitivanjima utvrĎeno da prisutnost hipromeloze i pektina u mjerenom uzorku ne utječe na 

apsorbanciju NDF-a pri navedenoj valnoj duljini. Iz dobivenih rezultata izračunati su 

uspješnost uklapanja lijeka (engl. entrapment efficiency, EE) te sadrţaj lijeka u mikrosferama 

(engl. drug loading, DL) prema sljedećim formulama: 

   ( )   
                       (  )

                         (  )
     

   ( )   
                           (  )

                           (  )
     

(4) 

 

(5) 

 

3.2.3. Priprema praškastih sustava mikrosfera s uklopljenim NDF-om i inertnog nosača 

Praškasti sustavi pripremljeni su miješanjem mikrosfera s uklopljenim NDF-om i inertnog 

nosača u masenom omjeru 1:9. Kao inertni nosači korišteni su manitol ili laktoza. Nosači su 

prije miješanja prosijani pomoću laboratorijskog vibracijskog sita (Vibratory Sieve Shaker AS 

200, Retsch
®
, Njemačka). Korištena je frakcija koja je nakon 10 minuta prosijavanja pri 

amplitudi od 50 % (Niţić i sur., 2020.) zaostala izmeĎu sita promjera otvora 45 μm i 63 μm. 

Miješanje mikrosfera i nosača provedeno je u kiveti volumena 50 ml (Falcon
®
, Corning Inc, 

SAD) na miješalici MX-S vortex mixer (DLAB Scientific Co. Ltd., Kina) pri 1250 

okretaja/min tijekom 5 minuta. Nakon toga prašci su preneseni u kivete od 1,5 ml (Eppendorf, 

Njemačka) te 10 minuta miješani pomoću mješača prašaka (Turbula
®
 shaker mixer, WAB 

Group, Švicarska) pri 70 okretaja/min (Niţić Nodilo i sur., 2021).  

 

3.2.4. Ispitivanje homogenosti praškastih sustava 

Nakon miješanja mikrosfera s inertnim nosačem odreĎena je homogenost pripravljenih 

praškastih sustava prilagodbom metode Lee i sur., 2018. Prašak je uzorkovan u triplikatu s 

vrha, sredine i dna kivete. Po 5 mg uzorka preneseno je u vijalu te dispergirano u 10 ml 
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pročišćene vode te miješano tijekom 2 sata na magnetskoj miješalici. Nakon miješanja, 

disperzije su filtirane kroz filter pora 0,22 μm (Chromafil, Macherey-Nagel GmbH&Co, 

Njemačka) te je zatim odreĎen sadrţaj NDF-a u uzorcima spektrofotometrijskom metodom 

opisanom u poglavlju 3.2.2.. Za praškasti sustav izračunata je srednja vrijednost postotnog 

omjera eksperimentalno odreĎene i teorijske mase lijeka u uzetim uzorcima te relativna 

standardna devijacija (RSD). 

  

3.2.5. Ispitivanja osmolalnosti disperzija praškastih sustava 

Osmolalnost disperzija praškastih sustava s NDF-om odreĎena je osmometrom OsmoTECH
®
 

Single-Sample Micro-Osmometer (Advanced Instruments, SAD). NDF te njegove smjese s 

laktozom i manitolom otopljene su u smjesi istih volumena pročišćene vode i HBSS-Ca
2+

. U 

istom mediju dispergirane su i mikrosfere, kao i smjese mikrosfera s laktozom i manitolom. 

Svi uzorci pripremljeni su u tri koncentracije koje odgovaraju koncentraciji NDF-a od 0,1, 0,4 

i 1,2 mg/ml. Mjerenje je provedeno u duplikatu za svaku koncentraciju, a rezultat izraţen kao 

srednja vrijednost ± standardna devijacija. Otopine/disperzije s navedenim koncentracijama 

NDF-a odgovaraju uzorcima nanošenim na stanice pri ispitivanju biokompatibilnosti i 

permeabilnosti.  

 

3.2.6. Stanična linija i uvjeti uzgoja  

Za ispitivanja biokompatibilnosti i permeabilnosti pripremljenog praškastog sustava korištena 

je humana stanična linija adenokarcinoma pluća Calu-3 (ATCC
®
 HTB-55™, SAD). Stanice 

su uzgojene u skladu s protokolom kojeg preporučuje proizvoĎač. Uzgajane su u sterilnim 

uvjetima u tikvicama za uzgoj veličina 25, 75 i 150 cm
2
 te su inkubirane pri 37 °C,  

5 % CO2 i 95 % relativne vlaţnosti (Sanyo CO2 incubator, Japan). Hranidbeni medij je 

pripravljen prema Sinani i sur. (2017) dodavanjem 10 % FBS-a i 1 % smjese antibiotika 

penicilina i streptomicina u DMEM. Stanični medij mijenjan je svakih 48-72 sata kako bi se 

osigurao optimalni rast stanica i uklonile mrtve stanice koje se nalaze u mediju.  

Rast stanica praćen je svakodnevno invertnim mikroskopom (Primovert, Carl Zeiss AG, 

Njemačka). Stanice su presaĎivane u nove tikvice nakon postizanja 80-90 % konfluentnosti 

kada su dijeljene u omjerima od 1:3 do 1:6. Nakon odsisavanja hranidbenog medija sterilnom 
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pipetom (Falcon
®
, Corning Costar Inc, SAD), u tikvice je dodana smjesa otopina tripsina 0,25 

% (m/V) i 0,5 mM EDTA te je tikvica inkubirana oko 10 minuta pri 37 °C i 5 % CO2 kako bi 

se stanice odvojile od podloge. Djelovanje tripsina zaustavljeno je dodatkom hranidbenog 

medija u tikvicu. Dobivena suspenzija stanica iz tikvice je prebačena u kivetu za centrifugu 

(Falcon
®
, Corning Costar Inc, SAD) te centrifugirana 6 minuta pri 100 × g (Eppendorf

®
 

centrifuge, Sigma-Aldrich, Njemačka). Supernatant je uklonjen sterilnom pipetom, a stanice 

iz taloga resuspendirane u hranidbenom mediju. 

Slika 3. Hemocitometar (preuzeto i prilagoĎeno s www.hemocytometer.org) 

Prilikom ispitivanja biokompatibilnosti i permeabilnosti pripravljenih praškastih sustava, 

stanice su nasaĎivane na ploče s 95 ili 12 jaţica u potrebnom broju. Koncentracija stanica u 

suspenziji dobivenoj odvajanjem stanica od podloge odreĎena je koristeći hemocitometar. 

Hemocitometar je stakalce s 9 jednako velikih kvadrata, koji su podijeljeni u manje kvadratiće 

ili pravokutnike (Slika 3.).  

Stanice su brojane pod invertnim mikroskopom (Primovert, Carl Zeiss AG, Njemačka) u 

kvadratima u uglovima dva hemocitometra. Kako svaki plavi kvadrat označava bazu kocke 

volumena 0,1 mm
3
, koncentracija stanica u suspenziji izračunata je na sljedeći način:  

                                                                  

Ovisno o dobivenom broju stanica u ml te potrebnoj koncentraciji stanica u pojedinoj jaţici, 

suspenzija stanica je razrijeĎena medijem ili ukoncentrirana ponovnim centrifugiranjem te 

resuspendiranjem u manjoj količini hranidbenog medija (www.vanderbilt.edu). 
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3.2.7. In vitro ispitivanje biokompatibilnosti praškastih sustava 

Biokompatibilnost praškastih sustava s NDF-om ispitana je na Calu-3 stanicama koje su 

nakon brojanja na hemocitometru nasaĎene na ploču s 96 jaţica (Corning Costar Inc, SAD) 

pri koncentraciji od 4 × 10
4
 stanica/jaţici. Stanice su inkubirane 48 sati do postizanja 

odgovarajuće konfluentnosti nakon čega je je hranidbeni medij uklonjen, a stanice isprane 

puferom HBSS-Ca
2+

. 

Mikrosfere i praškasti sustavi s manitolom i laktozom dispergirani su u pročišćenoj vodi tako 

da je koncentracija NDF-a u nastalim disperzijama bila u rasponu od 0,2 do 2,4 mg/ml. 

Otopine NDF-a i fizičke smjese NDF-a i inertnog nosača u pročišćenoj vodi u 

koncentracijama jednakim onima u disperzijama praškastih sustava korištene su kao kontrole. 

Svaki uzorak ispitan je u tri različite koncentracije te dodatno razrijeĎen puferom HBSS-Ca
2+

 

(pH 7,4) u volumnom omjeru 1:1, čime su konačne koncentracije nanošenih uzoraka NDF-a 

izmeĎu 0,1 i 1,2 mg/ml, odnosno izmeĎu 3,4 i 34,2 mg/ml laktoze i manitola (Tablica 4.).  

Tablica 4. Prikaz uzoraka i njihovih konačnih koncentracija korištenih u ispitivanjima. 

Uzorak 
Koncentracija 

(mg/ml) 
Oznaka 

Otopina smjese inertnog nosača 

(laktoze ili manitola) i NDF-a 

34,2 A1 

10,3 A2 

3,4 A3 

Disperzija mikrosfera s uklopljenim 

NDF-om 

3,8 B1 

1,1 B2 

0,4 B3 

Disperzija smjese mikrosfera s 

uklopljenim NDF-om i inertnim 

nosačem (laktozom ili manitolom) (1:9) 

38,0 C1 

11,4 C2 

3,8 C3 

Otopina NDF-a 

1,2 D1 

0,4 D2 

0,1 D3 

 

Uzorci su naneseni u količini od 100 µl u jaţice ploče u kvadriplikatu za svaku koncentraciju 

prema rasporedu na Slici 4. Stanice u jaţicama u koje je nanesen samo pufer HBSS-Ca
2+
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korištene su kao negativna kontrola. Ploče su inkubirane s uzorcima 2 sata pri  

37 °C i 5 % CO2 nakon čega su ispitivani uzorci uklonjeni, a stanice dva puta isprane puferom 

HBSS-Ca
2+

. Nakon inkubacije stanica u hranidbenom mediju 24 sata pri 37 °C i 5 % CO2, 

provedeno je ispitivanje biokompatibilnosti MTT testom. 

Slika 4. Shematski prikaz nanošenja uzoraka na ploču s 96 jaţica pri ispitivanju 

biokompatibilnosti korištenjem Calu-3 stanica. Sastav uzoraka naveden je u Tablici 4.  

Uzorci su pomiješani s puferom HBSS-Ca
2+

 u volumnom omjeru 1:1. Stanice izloţene  

samo puferu HBSS-Ca
2+

 (K) sluţile su kao kontrola. 

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijev bromid) test je kolorimetrijski test za 

ispitivanje metaboličke aktivnosti stanica. Reagens je pripravljen pri koncentraciji od  

2,5 mg/ml otapanjem MTT reagensa u PBS-u (pH 7,4) miješanjem na Vortex miješalici. 

Konačna koncentracija MTT reagensa u jaţicama bila je 0,5 mg/ml.  

Nakon dodatka MTT reagensa, stanice su inkubirane 3 sata pri 37 °C i 5 % CO2. Nakon toga, 

MTT reagens je uklonjen aspiratorom (Gilson, SAD), a nastali kristalići formazana otopljeni 

su dodatkom 100 μl izopropanola po jaţici uz protresivanje ploče zaštićene od svjetla na 

orbitalnoj tresalici. Apsorbancija otopine kristala formazana odreĎena je pri valnoj duljini od 

570 nm na čitaču mikrotitarskih pločica (Multilabel counter VICTOR3, PerkinElmer, SAD). 

Vijabilnost stanica izračunata je kao relativna metabolička aktivnost stanica prema kontrolnim 

(izloţenim samo puferu HBSS-Ca
2+

) prema jednadţbi: 

            ( )  
 (      )   (           )

 (        )   (           )
     

(6) 



23 

 

gdje se od apsorbancije otopine kristala formazana nastalog u stanicama tretiranim uzorkom, 

A(uzorak), i u stanicama izloţenim puferu HBSS-Ca
2+

, A(kontrola), oduzima apsorbancija čistog 

izopropanola, A(izopropanol), kako bi se isključio utjecaj matriksa na rezultate.  

 

3.2.8. In vitro ispitivanje permeabilnosti NDF-a iz praškastih sustava  

In vitro permebilnost uklopljenog NDF-a iz praškastih sustava ispitana je na  

Calu-3 staničnom modelu prema proceduri opisanoj u Matilainen i sur. (2008). Nakon 

brojanja na hemocitometru, stanice su nasaĎene na Transwell
®
 polikarbonatne membrane 

srednje veličine pora 0,4 μm i površine 1,12 cm
2
 (Corning Costar Inc., SAD). Stanice su 

nasaĎene pri gustoći od 5,5×10
5
 stanica po jaţici, odnosno 500 μl suspenzije stanica u 

hranidbenom mediju gustoće 1,1×10
6 

stanica/ml je dodano u apikalni (donorski) odjeljak 

membrane, dok je u bazolateralni (receptorski) odjeljak dodano 1500 μl samog hranidbenog 

medija. Nakon 48 sati inkubacije pri 37 °C i 5 % CO2 hranidbeni medij je odsisan iz 

donorskog i receptorskog odjeljka. U receptorski odjeljak dodano je 800 μl svjeţeg 

hranidbenog medija dok je donorski odjeljak ostao prazan kako bi stanice s apikalne strane 

ostale izloţene zraku. Medij u receptorskom odjeljku mijenjan je svakih 48 – 72 sata, a rast 

stanica praćen je mjerenjem transepitelnog električnog otpora (engl. transepithelial electrical 

resistance, TEER) pomoću epitelnog volt/ohm metra EVOM (WPI Inc., SAD) na tri različita 

mjesta u svakoj jaţici. Potpunu konfluentnost stanica označava postizanje platoa prosjeka 

TEER vrijednosti izmjerenih na tri mjesta unutar jedne jaţice.  

Nakon 13-16 dana kada je postignuta potpuna konfluentnost (iznad 1000 Ω cm
2
), nakon 

ispiranja stanica puferom HBSS-Ca
2+

 ispitana je permeabilnost NDF-a iz pripravljenih 

praškastih sustava kroz Calu-3 stanični monosloj u receptorski medij. Kako bi se odredio 

profil permeabilnosti, pripremljene su otopine/disperzije pripravljenih praškastih sustava 

(mikrosfera s uklopljenim NDF-om te smjesa mikrosfera s NDF-om s inertnim nosačima, 

laktozom i manitolom, u masenom omjeru 1:9), zatim samog NDF-a kao i fizičkih smjesa  

NDF-a i navedenih inertnih nosača u istom omjeru. Otopine/disperzije su pripravljene u 

pročišćenoj vodi te razrijeĎene puferom HBSS-Ca
2+

 u volumnom omjeru 1:1 do konačne 

koncentracije od 0,1, 0,4 i 1,2 mg/ml NDF-a. Tako pripremljeni uzorci naneseni su u 

volumenu od 500 μl u donorski odjeljak, dok je u receptorski odjeljak naneseno 1500 μl 

HBSS-Ca
2+

. Ispitivanje za svaki sustav je provedeno u triplikatu, a stanice izloţene samom 

HBSS-Ca
2+

 sluţile su kao negativna kontrola za mjerenje TEER vrijednosti i stanične 
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vijabilnosti. Stanice s nanesenim uzorcima inkubirane su 2 sata pri 37 °C uz kontinuirano 

miješanje na orbitalnoj tresilici pri 50 okretaja po minuti. Mjerene su TEER vrijednosti Calu-

3 monosloja prije samog eksperimenta, 30, 70 i 120 minuta te 24 sata nakon početka 

eksperimenta u svrhu praćenja integriteta staničnog monosloja. Medij (500 µl) je uzorkovan 

iz receptorskog odjeljka na početku eksperimenta te nakon 20, 40, 60, 80, 100 i 120 minuta. 

Isti je volumen svjeţeg termostatiranog pufera HBSS-Ca
2+ 

(37 °C) svaki put vraćen u 

receptorski odjeljak. Na kraju eksperimenta uzorkovan je i medij iz apikalnog odjeljka. U 

uzetim uzorcima odreĎen je sadrţaj NDF-a HPLC metodom opisanom u odjeljku 3.2.8. Iz 

dobivenih rezultata izračunat je prividni koeficijent permeabilnosti (Papp) prema formuli (2) 

navedenoj u odlomku 1.2. 

Nakon ispitivanja permeabilnosti, uzorci i pufer HBSS-Ca
2+

 uklonjeni su te je u receptorski 

odjeljak dodan hranidbeni medij. Nakon 24 sata inkubacije s medijem proveden je test 

biokompatibilnosti pri čemu je pripremljena otopina MTT reagensa u PBS-u koncentracije 2,5 

mg/ml. Otopina je razrijeĎena hranidbenim medijem do konačne koncentracije MTT reagensa 

od 0,5 mg/ml. Nakon uklanjanja hranidbenog medija iz receptorskog odjeljka, po 700 μl 

razrijeĎenog MTT reagensa dodano je u donorski i receptorski odjeljak te su stanice 

inkubirane 3 sata pri 37 °C. Otopina MTT reagensa je zatim odsisana, a u donorski i 

receptorski odjeljak dodano je po 700 μl izopropanola. Sustav je zaštićen od svjetlosti i 

miješan na orbitalnoj tresilici pri 350 okretaja po minuti kako bi se nastali kristalići formazana 

otopili. Otopine formazana iz receptorskog i donorskog odjeljka membrana su sjedinjene, a 

sjedinjena otopina nanesena je u triplikatu za svaku membranu u količini od 100 µl na 

mikrotitarsku ploču s 96 jaţica. OdreĎena je apsorbancija otopine kristala formazana pri 

valnoj duljini od 570 nm na čitaču mikrotitarskih pločica (Multilabel counter VICTOR3). Kao 

kontrola korišten je čisti izopropanol, a vijabilnost stanica izračunata je kako je opisano u 

odjeljku 3.2.7. 

 

3.2.9. OdreĎivanje sadrţaja NDF-a 

Tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High-Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) primijenjena je za kvantitativnu analizu NDF-a u sklopu ispitivanja 

permeabilnosti. Kromatografski sustav sastavljen je od automatskog sustava za uzimanje 

uzoraka, kontrolora sustava, pumpe, sustava za uklanjanje plinova, UV-VIS detektora i 

pećnice (Series 200, PerkinElmer). Odgovarajuće razdvajanje postignuto je na obrnuto-faznoj 
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koloni Kinetex C18, promjera pora 2,6 μm, dimenzije 100 × 4,6 mm, 100 Å (Phenomenex, 

SAD). 

Mobilna faza pripremljena je miješanjem 5 mM acetatnog pufera (pH 4,5) i acetonitrila u 

volumnom omjeru 68:32. Analiza je provedena izokratnim eluiranjem pri temperaturi od  

55 °C. Brzina protoka bila je 0,7 ml/min, volumen injektiranog uzorka 20 μl, vrijeme analize  

7 minuta. NDF je detektiran pri valnoj duljini od 241 nm. Metoda je prethodno validirana 

prema uputama Q2 (R1) Internacionalne konferencije o harmonizaciji (engl. International 

Conference on Harmonization, ICH) (Niţić Nodilo i sur., 2021). 
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4. Rezultati i rasprava  

4.1. Uspješnosti uklapanja i sadržaj NDF-a u mikrosferama 

U ovom radu pripravljene su polimerne mikrosfere s uklopljenim NDF-om namjenjene 

direktnoj dostavi lijeka u središnji ţivčani sustav nakon nazalne primjene. Deksametazon se u 

obliku prolijeka (NDF) moţe primijeniti u većoj dozi i postiţe se veća bioraspoloţivost zbog 

bolje permeacije i konverzije u aktivni oblik in vivo. Topljivost u vodi takvog oblika 

omogućuje izvoĎenje formulacijskih procesa kao što je sušenje raspršivanjem vodene otopine, 

a takoĎer i smanjuje uporabu potencijalno toksičnih pomoćnih tvari (Niţić Nodilo i sur., 

2021).  

Prema literaturnim podacima, mikronizirani prašci su najviše proučavani oblik nazalnih 

čvrstih formulacija. Ukoliko su mikrosfere graĎene od vodotopljivih tvari, rapidno se otapaju 

u nosnoj sluzi osiguravajući brzo djelovanje djelatne tvari. S druge strane, mikrosfere mogu 

biti graĎene od polimera koji usporavaju oslobaĎanje djelatne tvari (Fasiolo i sur., 2018) što je 

slučaj u ovom radu. Kao konstituensi pri izradi mikrosfera korišteni su pektin i hipromeloza. 

Oba mukoadhezivna polimera uvrštena su na GRAS listu (engl. Generally Recognized as 

Safe) pomoćnih tvari (www.ecfr.gov). Koriste se kao pomoćne tvari u tekućim nazalnim 

oblicima koji su već prisutni na trţištu kao što su PecFent® (nazalni terapijski sustav 

fentanila) (www.ema.europa.eu) i Vivispray® (nazalni sprej azelastina) (www.halmed.hr). 

Interakcijom s kalcijevim ionima u nazalnom fluidu, niskometoksilirani pektinski lanci se 

umreţavaju. Nastali viskozni hidrogel omogućava dulje zadrţavanje lijeka na mjestu primjene 

jer pruţa veći otpor mukocilijarnom klirensu. Kombiniranjem hipromeloze s pektinom 

poboljšavaju se svojstva polimernog matriksa što optimizira bubrenje u kontaktu s nazalnim 

fluidom i omogućava oslobaĎanje lijeka kontroliranom brzinom. Fasiolo i sur. (2018) uočili 

su da se s povećanjem molekulske mase polimera produljuje vrijeme zadrţavanja formulacije 

na mjestu primjene, što pozitivno utječe na apsorpciju slabo permeabilnih lijekova. Maseni 

omjer  

NDF-a, pektina i hipromeloze u smjesi koja je sušena raspršivanjem bio je 1:1:1 

(koncentracija svake od tvari u otopini iznosila je 0,2 % m/m) budući da se u prethodnim 

istraţivanjima takav omjer pokazao optimalnim (Niţić i sur., 2021).  

Mikrosfere su uspješno pripravljene metodom sušenja raspršivanjem smjese NDF-a, pektina i 

hipromeloze u pročišćenoj vodi bez dodatka organskih otapala. Metoda omogućuje 
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optimizaciju svojstava čestica kao što su veličina, oblik i gustoća (Fasiolo i sur., 2018). Uz 

formulacijske parametre, na svojstva dobivenih mikrosfera utječu i procesni parametri kao što 

su medij za sušenje, veličina sapnice, tlak na sapnici, ulazna i izlazna temperatura, relativna 

vlaţnost i protok komprimiranog zraka, kapacitet aspiratora te protok otopine (Filipović-Grčić 

i Hafner, 2010).  

U ovom radu, pri opisanim uvjetima, iskorištenje procesa sušenja iznosilo je 74,4 % što je u 

usporedbi s literaturnim podacima relativno visok stupanj iskorištenja (Fasiolo i sur., 2018; 

Filipović-Grčić i Hafner, 2010; Jurišić Dukovski i sur., 2019). Smanjeno iskorištenje procesa 

moţe biti posljedica adhezije čestica na stjenke ureĎaja i gubitaka sitnih čestica kroz ispuh 

ureĎaja te netemeljito sakupljanje produkta (Maury i sur., 2005). 

Sušenjem raspršivanjem pri opisanim uvjetima postignuta je uspješnost uklapanja NDF-a u 

polimerne mikrosfere od 95,7 ± 2,1 % što se prema dostupnim literaturnim podacima smatra 

relativno visokim stupanjem uklapanja (Barišić, 2019; Niţić i sur., 2020), odnosno metoda se 

pokazala prikladnom za uklapanje NDF-a u mikrosfere graĎene od pektina i hipromeloze. 

Sadrţaj lijeka u pripravljenim mikrosferama od 31,6 ± 1,5 % takoĎer je veći u usporedbi s 

postojećim praškastim sustavima za nazalnu primjenu NDF-a (Maury i sur., 2005). Veći 

sadrţaj lijeka u mikrosferama omogućava miješanje mikrosfera s inertnim praškastim 

nosačima. Takav postupak ima za cilj omogućiti reproducibilnu primjenu terapijske doze 

lijeka te optimirati reološka svojstava i nazalnu depoziciju praška, odnosno umanjiti 

mogućnost depozicije dijela primijenjene doze u niţim dijelovima dišnog sustava (Niţić i 

sur., 2020; Fasiolo i sur., 2018). 

 

4.2. Homogenost praškastih sustava 

Praškaste formulacije stabilnije su od tekućih i zahtijevaju manje pomoćnih tvari što 

omogućava primjenu veće doze lijeka (Fasiolo i sur., 2018). Miješanjem s inertnim nosačima 

moguće je poboljšati im disperzibilnost i profil nazalne depozicije (Niţić i sur., 2021). Postoje 

i literaturni podaci o povoljnom učinku praškastih sustava na bioraspoloţivost odreĎenih 

lijekova (Tanaka i sur., 2017).  

U ovom radu, kao nosači mikrosfera s NDF-om odabrani su manitol i laktoza koji su svrstani 

na GRAS listu i za koje postoje literaturni dokazi o sigurnosti primjene putem dišnog sustava 
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(www.ecfr.gov). Oba polimera imaju ulogu u hidrataciji izbubrenog gela čime se prevenira 

stvaranje suhog sloja polimera koji mogu iritirati sluznicu (Niţić i sur., 2021). S obzirom da 

su vodotopljivi i osmotski aktivni, brzo se otapaju i privlače vodu iz epitelnih stanica što 

povećava apsorpciju slabo topljivih lijekova (Fasiolo i sur., 2018).  

Temeljem literaturnih podataka o optimalnoj veličini čestica prašaka u pripravcima za nazalnu 

primjenu, korištena je prosijana frakcija nosača veličina od 45 do 63 μm (Trows i Scherlieβ, 

2016; Fasiolo i sur., 2018). Nosač je miješan s mikrosferama u omjeru 1:9 (m/m) po uzoru na 

rad Niţić i sur. (2020) u kojem su uočena bolja reološka svojstva u odnosu na ostale 

proučavane omjere sastavnica. Omjer u korist nosača vaţan je kako se površina nosača ne bi 

prezasitila mikrosferama što bi moglo rezultirati njihovim slabijim vezanjem i posljedičnim 

odvajanjem mikrosfera od površine nosača uslijed protoka zraka pri raspršivanju ili udahu. 

Time bi se povećao udio mikrosfera koje se odlaţu u donje dišne putove, a nehomogenost 

praška dovela bi do neujednačenosti doziranja lijeka (Trows i Scherlieβ, 2016). 

Kako bi se osigurala isporuka terapijske doze lijeka mora se ostvariti odgovarajuća 

homogenost praškastog sustava mikrosfera i inertnog nosača. Testiranje homogenosti 

pripravljenih praškastih sustava procjena je učinkovitosti miješanja mikrosfera s inertnim 

nosačem. Oba praškasta sustava (smjesa mikrosfera s manitolom i smjesa mikrosfera s 

laktozom) uzorkovana su s vrha, sredine i dna kivete te je u uzetim uzorcima odreĎen sadrţaj 

lijeka. Homogenost sustava izraţena je kao srednja vrijednost postotnog omjera 

eksperimentalno odreĎene i teorijske mase lijeka u uzetim uzorcima uz prikaz relativne 

standardne devijacije (RSD). Dobivene su vrijednosti za sustav s manitolom od  

96,4 ± od 2,3 %, dok je homogenost sustava s laktozom 95,3 ± 1,8 %. Prema tome, praškasti 

sustavi mikrosfera i inertnog nosača uspješno su pripravljeni jer se srednje vrijednosti 

postotnog omjera eksperimentalno odreĎene i teorijske mase NDF-a u uzetim uzorcima 

unutar raspona 100 ± 5,5 %, uz RSD vrijednost ± 5,5 % smatraju zadovoljavajućim, odnosno 

karakteriziraju homogene praškaste sustave (Lee i sur., 2018). Kriterij homogenosti 

praškastog sustava iznimno je bitan u ovom radu s obzirom da se radi o formulaciji s niskim 

udjelom djelatne tvari. 

Potrebno je uzeti u obzir da je u svaku nosnicu moguće dostaviti 10 – 25 mg praška koji 

sadrţavaju odgovarajuću dozu lijeka (Fasiolo i sur., 2018; Jurišić Dukovski i sur., 2019). S 

obzirom na ostvarenu uspješnost uklapanja NDF-a u mikrosfere (95,7 ± 2,1 %) i omjer 

mikrosfera i nosača (1:9 m/m), 15 mg mješavine prašaka sadrţi 478,02 ± 10,49 μg lijeka, što 
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je u skladu s radom Niţić i sur. (2020) prema kojem je prilagoĎena metoda priprave 

mješavina prašaka. Kako je dnevna doza deksametazona 400 – 800 μg (Jurišić Dukovski i 

sur., 2019), pripravljeni sustav je prikladan za osiguravanje terapijske doze lijeka uz 

odgovarajući reţim doziranja.  

 

4.3. Osmolalnost praškastih sustava 

Osmolalnost primijenjenih sustava ima veliki utjecaj na sigurnost primjene i apsorpciju lijeka 

(Bhise i sur., 2008). Prema Scherlieβ (2011) optimalna osmolalnost za Calu-3 stanični model 

je izmeĎu 290 i 390 mOsm/kg što je u skladu s Bitter i sur. (2011) prema kojima je sigurna 

vrijednost za nazalnu primjenu in vivo 290 – 500 mOsm/kg. 

U ovom radu odreĎena je osmolalnost: (i) otopine NDF-a, (ii) otopine NDF-a i laktoze, (iii) 

otopine NDF-a i manitola, (iv) disperzije mikrosfera, (v) disperzije smjese mikrosfera s 

laktozom i (vi) disperzije smjese mikrosfera s manitolom. Maseni omjer mikrosfera i inertnog 

nosača (laktoze ili manitola) je 1:9. Maseni omjer NDF-a i inertnog nosača u otopini jednak je 

masenom omjeru NDF-a i inertnog nosača u disperziji smjese mikrosfera s inertnim nosačem. 

Svi sustavi pripravljeni su u pročišćenoj vodi pri tri koncentracije NDF-a (0,2, 0,8 i 2,4 

mg/ml) te su prije mjerenja pomiješani s HBSS-Ca
2+

 u istom volumenu kako bi se simulirali 

in vivo uvjeti. Rezultati su prikazani na Slici 5.  

Otopine deksametazona i disperzije mikrosfera imaju malu osmolalnost (manje od 290 

mOsm/kg) zbog čega voda ulazi u stanice koje zatim pucaju. Hipoosmotsko djelovanje na 

stanice uzrokuje slabljenje epitelne membrane što moţe utjecati na permeabilnost lijeka 

(Niţić Nodilo i sur., 2021). Prema podacima u literaturi (Bitter i sur., 2011) ne preporučuje se 

njihova primjena na nazalnu sluznicu u ispitanom obliku.   

Otopine NDF-a i laktoze ili manitola te disperzije smjese mikrosfera s laktozom ili manitolom 

pokazuju optimalnu osmolalnost za Calu-3 stanični model u srednjoj i niţoj koncentraciji 

NDF-a. Testirani praškasti sustavi u visokoj koncentraciji NDF-a stvaraju hiperosmotske 

otopine koje mogu nespecifično smanjiti staničnu vijabilnost. Takav utjecaj osmolalnosti 

smatra se dijelom toksičnih svojstava samog sustava (Scherlieβ, 2011). Laktoza i manitol 

male su molekule koje se brzo otapaju u vodenom mediju. Zbog toga se osmotski tlak 

povećava i voda izlazi iz stanica što moţe uzrokovati dodatno otapanje slabo topljivog lijeka 
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(Fasiolo, 2018). Izlaskom vode stanice se smeţuraju i slabi epitelna barijera što moţe 

rezultirati povećanjem pasivnog paracelularnog transporta lijeka. Primjenom hiperosmotskih 

sustava in vivo dolazi do trenutne reakcije epitelnih stanica što pacijenti mogu osjećati kao 

iritaciju i peckanje u nosu te povećanje nagona za kihanjem što smanjuje njihovu adherenciju 

(Koskela i sur., 2000). 

 

Slika 5. Osmolalnost otopine NDF-a (D), disperzije mikrosfera (MS), otopine NDF-a i 

laktoze (D+L), disperzije mikrosfera i laktoze u masenom omjeru 1:9 (MS:L 1:9), otopine 

NDF-a i manitola (D+M) te disperzije mikrosfera i manitola u masenom omjeru 1:9 (MS:M 

1:9). Maseni omjer NDF-a i inertnog nosača u otopini jednak je masenom omjeru NDF-a i 

inertnog nosača u disperziji smjese mikrosfera s inertnim nosačem. Svi sustavi pripravljeni su 

u pročišćenoj vodi pri tri koncentracije NDF-a (0,2, 0,8 i 2,4 mg/ml; slijeva na desno) te su 

prije mjerenja pomiješani s HBSS-Ca
2+

 u volumnom omjeru 1:1. Prikazana je srednja 

vrijednost ± SD (n=2). 

 

4.4. In vitro biokompatibilnost praškastih sustava 

In vitro ispitivanje biokompatibilnosti jeftin je i brz probir terapijskih sustava prema 

standardiziranim protokolima uz dobivanje reproducibilnih rezultata prije pretkliničkih 
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testiranja na ţivotinjama i primjene u ljudi. Osim gotove formulacije, nuţno je ispitati 

biokompatibilnost svih sastavnica budući da individualno mogu pokazivati toksičnost (Inayat-

Hussain, Rajab i Siew, 2009). Testiranjem na staničnim modelima u ranijoj fazi razvoja 

novog terapijskog sustava smanjuje se mogućnost odbacivanja formulacije zbog problema sa 

sigurnosti u kasnijim fazama razvoja (Scherlieβ, 2011). 

Stanični modeli koji se koriste u in vitro testiranjima biokompatibilnosti jednostavni su za 

uzgajanje, brzorastući i osjetljivi na toksičnu iritaciju. U ovom radu predstavljena su testiranja 

praškastih terapijskih sustava s NDF-om na Calu-3 stanicama adenokarcinoma pluća koje se 

koriste kao stanični model respiratornih epitelnih stanica (Scherlieβ, 2011). Prema ispitivanju 

Ihekwereme i suradnika (2014), Calu-3 stanični model primjeren je za ispitivanje akutnog 

toksičnog i iritabilnog učinka tvari na respiratornu sluznicu MTT testom. Prethodno je 

dokazana visoka osjetljivost MTT testa pri ispitivanju biokompatibilnosti na Calu-3 

stanicama. Naime, katalitička aktivnost dehidrogenaza vrlo je osjetljiva na toksični utjecaj 

(Scherlieβ, 2011) stoga se MTT test smatra prikladnim za evaluaciju akutne toksičnosti na 

Calu-3 modelu.  

Calu-3 stanice nasaĎene na ploču s 96 jaţica izloţene su dva sata disperzijama praškastih 

sustava s laktozom i manitolom, otopini NDF-a i disperziji samih mikrosfera razrjeĎenima 

puferom HBSS-Ca
2+

 u volumnom omjeru 1:1 do konačne koncentracije NDF-a od 0,1 do 1,2 

mg/ml. Svi uzorci pomiješani su s prije nanošenja na stanice. Miješanjem sustava s puferom 

HBSS i dodanim Ca
2+

 u odgovarajućoj koncentraciji simuliraju se in vivo uvjeti, odnosno 

potiče geliranje polimernih lanaca mikrosfera umreţavanjem kalcijevim ionima koji su 

prisutni u nosnom fluidu in vivo. TakoĎer, HBSS pufer sadrţi optimalne soli za Calu-3 stanice 

te se pripremanjem sustava u puferima izbjegava utjecaj pH na staničnu varijabilnost. 

Korišteni pufer odrţava pH oko 7, što je optimalno za Calu-3 stanični model (Scherlieβ, 

2011).  

MTT testom ispitana je metabolička aktivnost stanica izloţenih ispitivanim sustavima, a 

vijabilnost stanica izraţena je kao relativna metabolička aktivnost u odnosu na stanice 

tretirane puferom HBSS-Ca
2+

. Vijabilnost tretiranih stanica odreĎena u odnosu na negativnu 

kontrolu nalazi se u rasponu u od 81,5 ± 5,4 % do 113,8 ± 1,6 % (Slika 6.).  

Veliki utjecaj na aktivnost stanica ima osmolalnost medija u kojem se nalaze. Optimalna 

osmolalnost za Calu-3 stanični sustav iznosi 290-390 mOsm/kg. Uzorci najviših koncentracija 
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i osmolalnosti veće od 390 mOsm/kg nisu uzrokovali smanjenje vijabilnosti stanica, što je u 

skladu s literaturnim podacima (Matilainen i sur., 2008; Nilsson i sur., 2007). Granične 

vrijednosti vijabilnosti stanica opaţene su pri najmanjim koncentracijama NDF-a i mikrosfera 

što se moţe povezati s niskom osmolalnošću pripravljenih uzoraka. U hipoosmotskom mediju 

voda ulazi u stanice, one bubre te pucaju što se opaţa kao smanjenje vijabilnosti stanica.  

Slika 6. Vijabilnost Calu-3 stanica tretiranih otopinom NDF-a (D), disperzijom mikrosfera s 

uklopljenim desametazonom (MS), te disperzijom praškastih sustava mikrosfera s laktozom 

(MS:L 1:9) i manitolom (MS:M 1:9). Maseni omjer mikrosfera i manitola ili laktoze u 

praškastim sustavima iznosio je 1:9. Svi uzorci pripravljeni su u pročišćenoj vodi te 

pomiješani s puferom HBSS-Ca
2+

 u volumnom omjeru 1:1 do konačne koncentracije NDF-a 

od 0,1, 0,4 i 1,2 mg/ml. Vijabilnost stanica ispitivana je MTT testom te je izraţena u postotku 

u odnosu na vijabilnost stanica tretiranih puferom HBSS-Ca
2+

. Prikazana je srednja vrijednost 

vijabilnosti svakog uzorka u tri koncentracije (od veće do manje) ± SD (n4). 

Vijabilnost svih uzorcima tretiranih stanica bila je iznad 80 % u usporedbi s kontrolom. 

Rezultati ukazuju na optimalna svojstva biokompatibilnosti pomoćnih tvari u ispitivanim 

koncentracijama što je u skladu s literaturnim podacima (Scherlieβ, 2011). Treba uzeti u obzir 

da je Calu-3 stanični model monokultura stanica koja ne moţe u potpunosti oponašati epitel. 

Kako bi se točnije simulirali uvjeti in vivo moguća su testiranja na ko-kulturi s makrofagima i 

dendritima koji bi mogli drugačije reagirati na ispitivane sustave/tvari (Scherlieβ, 2011). 
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Ispitivanja biokompatibilnosti mogu se smatrati i osnovom za provoĎenje ispitivanja 

permeabilnosti budući da su barijerna svojstva staničnog monosloja izravno povezana s 

metaboličkom aktivnosti stanica. UtvrĎivanjem netoksičnih uvjeta primarnim testovima 

biokompatibilnosti isključuje se utjecaj vijabilnosti stanica na permeaciju lijeka.  

 

4.5. In vitro permeabilnost NDF-a iz praškastih sustava  

Primjenom praškastih sustava na nazalnu sluznicu lijek se otapa u maloj količini nazalnog 

fluida te je efektivna koncentracija lijeka na mjestu apsorpcije značajno veća nego, primjerice, 

kod oralne primjene gdje se lijek otapa u puno većem volumenu (tekućini s kojom je uzet kao 

i fluidima probavnog sustava). Zbog toga nazalna apsorpcija moţe biti brza i opseţna, ukoliko 

je ne ograničava permeabilnost lijeka kroz nazalni epitel (Tanaka i sur., 2017). Osnovna 

funkcija čvrstih spojeva je regulacija paracelularne permeacije tvari kroz epitelnu barijeru 

(Högman, Mörk i Roomans, 2002). Paracelularni prijenos preko epitela bitan je za hidrofilne 

molekule koje se ne mogu prenositi nosačima (Inokuchi i sur., 2009). 

Mogućnost nazalne primjene NDF-a u obliku praškastih sustava procijenjena je ispitivanjem 

permeabilnosti NDF-a kroz Calu-3 stanični model nazalnog epitela. Calu-3 stanice mogu se 

uzgojiti na granici „zrak-medij“ (ALI uvjeti) kao konfluentan polarizirani sloj s jednoličnim 

slojem mukusa i čvrstim vezama koje funkcionalno odgovaraju stanicama nazalnog epitela 

(Sinani i sur., 2017). Tako uzgojeni Calu-3 stanični monosloj ima najsličniju morfologiju i 

svojstva nazalnom epitelu, a ispitivanja permeabilnosti kroz Calu-3 stanični model mogu biti 

pokazatelj permeacije lijeka in vivo te dobiveni rezultati sluţe kao relevantan probir za daljnje 

istraţivanje (Inoue i sur., 2020; Sousa i Castro, 2016). Uz navedeno, Calu-3 stanična linija 

pokazala se jednostavnom za uzgoj, genetski homogenom, reproducibilnom te moţe biti 

podvrgnuta velikom broju dijeljenja (engl. passage number) (Sibinovska i sur., 2020; Niţić 

Nodilo i sur., 2021). Sibinovska i sur. (2020) utvrdili su prikladnost Calu-3 staničnog 

monosloja uzgojenog pri ALI uvjetima za ispitivanje nazalne permeabilnosti lijekova te 

ustanovili dobru korelaciju s drugim modelima nazalnog epitela (stanična linija RPMI 2650) 

(Sibinovska i sur., 2022.), kao i staničnim modelom intestinalne permebilnosti Caco-2 

(Inokuchi i sur., 2009).  

U ovom radu ispitana je permeabilnost NDF-a iz pripravljenih praškastih sustava mikrosfera i 

inertnih nosača kroz Calu-3 stanični monosloj nakon nanošenja u obliku vodene disperzije na 
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apikalnu stranu Transwell
®
 sustava. TakoĎer su ispitane i vodene disperzije samih mikrosfera, 

te otopine NDF-a i smjese NDF-a s nosačima kako bi se proučio utjecaj svake komponente na 

čvrste veze staničnog monosloja, kao i meĎusobni utjecaj komponenti na permeabilnost kroz 

Calu-3 stanični monosloj. Otopine/disperzije su pripravljene u pročišćenoj vodi te pomiješane 

s puferom HBSS-Ca
2+

 u volumnom omjeru 1:1 do konačne koncentracije koja odgovara 0,4 

mg/ml NDF-a. Tako pripremljeni uzorci naneseni su u donorski odjeljak sustava, dok je u 

receptorski odjeljak nanesen HBSS-Ca
2+ 

pufer.  

 

TEER vrijednost  

Ispitivanje permeabilnosti lijeka kroz stanični monosloj provodi se nakon dostizanja potpune 

konfluentnosti monosloja na Transwell
®
 membranama. Ustaljena TEER vrijednost dostiţe se 

kad su čvrsti meĎustanični spojevi potpuno razvijeni, odnosno proteini spoja potpuno 

eksprimirani. Mjerenje TEER vrijednosti sluţi kao vrlo osjetljivi marker integriteta monosloja 

stanica (Scherlieβ, 2011). Povećanje TEER vrijednosti ukazuje na stvaranje funkcionalnih 

čvrstih veza i očuvanje stanične barijere (Jeong i sur., 2019), a pad se opaţa prilikom prekida 

sloja (Sousa i Castro, 2016). Ovisno o opsegu, prekid moţe biti reverzibilan ili ireverzibilan te 

moţe rezultirati povećanjem prolaska lijeka u receptorski odjeljak (Sivadas i sur., 2008).  

TEER vrijednosti staničnog monosloja mjerene su neposredno prije samog ispitivanja 

permeabilnosti, kao i 30, 70 i 120 min i 24 sata nakon početka ispitivanja kako bi se pratile 

moguće promjene integriteta staničnog monosloja uzrokovane izlaganjem uzorcima. 

Izmjerene su TEER vrijednosti monoslojeva na membranama u rasponu od 120,0 ± 12,8 do 

898,2 ± 146,4 Ωcm
2
 (Slika 7.).  

U ovom radu ispitivana je permeabilnost NDF-a iz hipoosmotske otopine (162 mOsm/kg) pri 

čemu se TEER vrijednost staničnog monosloja smanjila za 70 % u odnosu na početnu. Sličan 

pad TEER vrijednosti nakon izlaganja hipoosmotskim otopinama uočen je i u radu Niţić 

Nodilo i sur. (2021) kao i u ispitivanju na Caco-2 staničnom monosloju (Noach i sur., 1994). 

Posljedica je to ulaska vode iz medija u stanice što moţe rezultati staničnom smrću pri čemu 

dolazi do prekida integriteta staničnog monosloja (Noach i sur., 1994). Kod disperzije 

mikrosfera s uklopljenim NDF-om opaţa se isti učinak što je očekivano s obzirom na 

izmjerenu osmolalnost (160,0 ± 2,8 mOsm/kg). Osjetan pad TEER vrijednosti uočava se i kod 

kontrolnih stanica izloţenih samo hipoosmolalnom puferu HBSS-Ca
2+

. 
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Slika 7. TEER vrijednosti Calu-3 staničnog monosloja tijekom ispitivanja permeabilnosti 

NDF-a iz uzoraka izraţene kao postotak u odnosu na TEER vrijednost Calu-3 staničnog 

monosloja prije ispitivanja permeabilnosti. Otopine NDF-a (D) i smjese NDF-a i laktoze 

(D+L), kao i disperzije mikrosfera s uklopljenim NDF-om (MS) i smjese mikrosfera s 

manitolom (MS:M 1:9) i laktozom (MS:L 1:9) pripravljene su u pročišćenoj vodi i razjeĎene 

puferom HBSS- Ca
2+

 u volumnom omjeru 1:1 do konačne koncentracije NDF-a od 0,4 

mg/ml. Maseni omjer mikrosfera i manitola ili laktoze u praškastim sustavima iznosio je 1:9. 

Maseni omjer NDF-a i inertnog nosača u otopini jednak je masenom omjeru NDF-a i inertnog 

nosača u disperziji smjese mikrosfera s inertnim nosačem. Stanice izloţene puferu HBSS-

Ca
2+

 sluţile su kao kontrola. Prikazana je srednja vrijednost ± SD (n=3). 

 

Pad TEER vrijednosti prilikom izlaganja stanica disperziji praškaste smjese mikrosfera i 

manitola moţe se objasniti suprotnim mehanizmom. Otopina NDF-a i manitola te disperzija 

smjese mikrosfera s manitolom hiperosmotske su za Calu-3 sustav zbog čega voda izlazi iz 

stanica te se one smeţuraju što narušava integritet monosloja. Takav učinak manitola na 

stanice opisan je u prethodnim istraţivanjima na drugim staničnim i in vivo modelima 

(Högman, Mörk i Roomans, 2002; Horvát i sur., 2009). S obzirom da se vijabilnost stanica ne 

smanjuje, učinak manitola moţe biti posljedica izravnog djelovanja na čvrste veze. U 

vremenu od 24 sata nakon početka eksperimenta TEER vrijednosti svih uzoraka vraćaju se na 
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početne zbog čega se moţe zaključiti da je djelovanje testiranih uzoraka na stanice 

privremeno te da njihovim uklanjanjem dolazi do oporavka stanica i integriteta monosloja. 

Kod monosloja stanica tretiranih praškastom smjesom mikrosfera i laktoze kao inertnog 

nosača (1:9 m/m) uočeno je povećanje TEER vrijednosti što ne odgovara postavljenim 

zahtjevima za razvijani praškasti sustav. Budući da je manitol pokazao bolja svojstva kao 

nosač mikrosfera s uklopljenim NDF-om (Niţić Nodilo i sur., 2021), praškasti sustavi s 

manitolom odabrani su za daljnja ispitivanja.  

 

Analiza sadržaja NDF-a  

Uspješnost prolaska NDF-a kroz Calu-3 stanični monosloj odreĎena je analizom sadrţaja  

NDF-a u receptorskom odjeljku Transwell
®
 sustava tijekom dva sata. Receptorski medij je 

uzorkovan u odreĎenim vremenskim intervalima uz vraćanje iste količine svjeţeg medija 

(pufera HBSS-Ca
2+

) u bazolateralni odjeljak sustava.  

Sadrţaj NDF-a u uzorcima odreĎen je HPLC metodom koja se temelji na odjeljivanju 

sastojaka u smjesi injektiranoj u ureĎaj pri protoku mobilne tekuće faze kroz kolonu 

(stacionarnu fazu) pod visokim tlakom. Do odvajanja dolazi zbog različitih brzina putovanja 

sastavnica ovisno o afinitetu prema stacionarnoj/mobilnoj fazi (Gupta i sur., 2012).  

Slika 8. Kromatogram uzorka receptorskog medija pri 241 nm prikupljenog tijekom 

ispitivanja permeabilnosti NDF-a iz disperzije smjese mikrosfera s inertnim nosačem preko 

Calu-3 staničnog monosloja. Pik koji je zabiljeţen nakon 1,81 minute odgovara NDF-u (Niţić 

Nodilo i sur., 2021). 
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Koncentracija NDF-a u uzorcima iz receptorskog medija izračunata je iz površine 

odgovarajućih pikova kromatograma pri 241 nm (Slika 8.) koristeći prethodno odreĎeni 

baţdarni pravac izračunat iz odnosa izmjerene površine pika i pripadajuće koncentracije 

standardne otopine NDF-a (Niţić Nodilo i sur., 2021).  

 

Prividni koeficijent permeabilnosti 

Uklapanjem lijeka u polimerne mikrosfere moguće je osigurati dulje zadrţavanje formulacije 

na sluznici nosa te kontrolirano oslobaĎanje i apsorpciju lijeka u odnosu na konvencionalne 

tekuće oblike (Jurišić Dukovski i sur., 2017). Pozitivan učinak mukoadhezivnih tvari na 

apsorpciju najvećim dijelom vezan je uz produljenje zadrţavanja formulacije na mjestu 

primjene zbog povećanja viskoznosti, a time i otpora mukocilijarnom klirensu (Trenkel i 

Scherließ, 2021). Anionski polimeri takoĎer veţu kalcijeve ione iz nazalnog fluida što slabi 

čvrste veze izmeĎu epitelnih stanica i olakšava permeaciju tvari, a isto tako slabi i kretanje 

cilija koje ovisi o koncentraciji kalcija što posljedično smanjuje klirens (Fasiolo i sur., 2018). 

Iako bi usporavanje kretanja cilija imao veliki učinak na klirens in vivo, isto se ne moţe 

dokazati na Calu-3 statičnom modelu nazalnih stanica.  

Koncentracija NDF-a u vodenim otopinama/disperzijama nakon razrjeĎenja HBSS-Ca
2+

 

puferom u volumnom omjeru 1:1 bila je 0,4 mg/ml. Izračunata Papp vrijednost za NDF iz 

otopine (Uzorak D) iznosi 2,05 × 10
-6

 cm/s što ga svrstava u lijekove srednje permeabilnosti 

(0,2 × 10
-6

 do 0,6 × 10
-6

 cm/s) prema Sibinovska i sur. (2020). Smatra se da NDF prolazi 

nazalnu barijeru paracelularnim putem što je vidljivo i u ovom radu budući da dolazi do 

višestrukog povećanja Papp vrijednosti NDF-a prilikom izlaganja monosloja hipoosmotskim 

uvjetima koji dovode do značajnog smanjenja TEER vrijednosti (Tablica 5.).  

Sličan učinak opisan je u radu Noach i sur. (1994) na Caco-2 staničnom modelu gdje je nakon 

primjene hipoosmolalnih otopina došlo do pada TEER vrijednosti (do 29,2 ± 3,4 % inicijalnih 

vrijednosti) i znatnog povećanja paracelularnog transporta hidrofilnih tvari (natrijev 

fluorescein i dekstran obiljeţen fluorescein-izotiocijanatom). Navedeni rezultati slaţu se s 

radom Niţić Nodilo i sur. (2021), gdje dobivena vrijednost Papp iz otopine koncentracije 0,9 

mg/ml preko Calu-3 staničnog monosloja (3,43 × 10
-6

 cm/s) takoĎer svrstava NDF u lijekove 

srednje permeabilnosti. U radu je isto tako opisan pad TEER vrijednosti (29,2 ± 3,4 % 
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početnih vrijednosti) nakon primjene hipoosmolalnih otopina i posljedično povećanje 

paracelularne permeabilnosti NDF-a. 

Tablica 5. Sumarni prikaz Papp vrijednosti NDF-a za sve uzorke uz njihovu osmolalnost te 

pad TEER vrijednosti Calu-3 staničnog monosloja tijekom ispitivanja permeabilnosti.  

Uzorak 
Papp

*
 

(10
-6

 cm/s) 

Faktor 

atenuacije u 

usporedbi s 

D 

Osmolalnost
*
 u 

H2O:HBSS-Ca
2+

 

1:1 (mOsm/kg) 

TEER %
*
 početne 

vrijednosti nakon 

30 i 120 minuta 

D 2,05 ± 0,19  162,0 ± 1,4 31 ± 11 – 47 ± 14 

MS 1,75 ± 0,10 0,85 160,0 ± 2,8 30 ± 11 – 49 ± 17 

D+M 0,34 ± 0,04 0,17 515,0 ± 3,5 85 ± 10 – 55 ±7 

MS:M 1:9 1,18 ± 0,06 0,58 429,0 ± 0,0 59 ± 29 – 95 ± 38 

Papp – prividni koeficijent permeabilnosti; TEER – transepitelni električni otpor 

*Prikazane su srednje vrijednosti ± SD (n=3). 

 

Osmolalnost disperzije smjese mikrosfera s manitolom (Uzorak MS:M 1:9) i otopine NDF-a i 

manitola (Uzorak D+M) nešto je veća od izoosmotskih vrijednosti za Calu-3 staničnu liniju, 

ali se i dalje smatra sigurnom za korištenje (Bitter i sur.; 2011). Dobivene vrijednosti Papp 

NDF-a iz otopine s manitolom odgovara vrijednostima za izoosmotsku otopinu NDF-a u 

HBSS-Ca
2+

 od 0,38 × 10
-6

 cm/s (Niţić Nodilo i sur., 2021). Vrijednosti Papp 3,4 puta su veće 

za smjesu s NDF-om uklopljenim u mikrosfere u odnosu na smjesu slobodnog NDF-a i 

manitola, što dokazuje potencijal mikrosfera da povećaju apsorpciju lijeka.  

Rezultati odgovaraju radu Niţić Nodilo i sur. (2021) gdje je Papp NDF-a iz mikrosfera 

graĎenih od pektina i hipromeloze u smjesi s manitolom (maseni omjer 1:19) iznosio  

0,65 × 10
-6

 cm/s te je praćen padom TEER Calu-3 staničnog monosloja na 63 ± 2 % 

inicijalnih vrijednosti. S obzirom na dobivene rezultate utjecaja pripravljenog sustava na 

permeabilnost NDF-a i mukoadhezivno djelovanje polimera (nije moguće dokazati na ovom 

modelu), povećanje apsorpcije NDF-a preko nazalnog epitela moţe se očekivati i in vivo.  
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Vijabilnost stanica 

Nakon ispitivanja permeabilnosti, odreĎena je vijabilnost Calu-3 stanica u korištenim 

monoslojevima s ciljem vrednovanja utjecaja ispitivanih sustava na njihovu aktivnost (Slika 

9.). S obzirom da je vijabilnost stanica u odnosu na kontrolne stanice izloţene samo puferu 

HBSS-Ca
2+

 veća od 80 % kod svih ispitivanih uzoraka, zaključeno je da su praškasti sustavi s 

NDF-om biokompatibilni s Calu-3 staničnim modelom. Navedeno potvrĎuju i rezultati 

ispitivanja biokompatibilnosti opisani u odjeljku 4.4. kao i povratak TEER vrijednosti na 

početne 24 sata nakon ispitivanja permeabilnosti. Utjecaj pripravljenih sustava na integritet 

staničnog sloja prolazan je i reverzibilan.  

Slika 9. Vijabilnost Calu-3 stanica odreĎena MTT testom nakon provedenog ispitivanja 

permeabilnosti NDF-a iz otopine NDF-a (D) i smjese mikrosfera i manitola (D+M) te 

disperzija mikrosfera (MS) i njihove smjese s manitolom (MS:M 1:9). Maseni omjer 

mikrosfera i manitola ili laktoze u praškastim sustavima iznosio je 1:9. Maseni omjer NDF-a i 

inertnog nosača u otopini jednak je masenom omjeru NDF-a i inertnog nosača u disperziji 

smjese mikrosfera s inertnim nosačem. Prikazana je vijabilnost stanica kao srednja vrijednost 

relativne metaboličke aktivnosti tretiranih stanica u odnosu na aktivnost stanica izloţenih 

samo puferu HBSS-Ca
2+

 ± SD (n=9). 

 

 

0

20

40

60

80

100

120

140

D MS D+M MS:M 1:9

 V
ija

b
iln

o
st

 (
%

) 



40 

 

5. Zaključci 

 Uspješno su pripravljene mikrosfere metodom sušenja rasprišivanjem vodene otopine 

koja sadrţi 0,2 % natrijevog deksametazon fosfata (NDF-a), pektina i hipromeloze 

(maseni omjer sastavnica 1:1:1). Sadrţaj NDF-a odreĎen u suhom praškastom produktu 

iznosio je 31,6 ± 1,5 %. 

 Pripravljeni su praškasti sustavi miješanjem mikrosfera s uklopljenim NDF-om s inertnim 

nosačima manitolom i laktozom u masenom omjeru 1:9 uz zadovoljavajuće parametre 

homogenosti.  

 Disperzije praškastih sustava u smjesi pročišćene vode i HBSS-Ca
2+

 (1:1, V/V) u 

ispitivanim koncentracijama NDF-a (0,1-1,2 mg/ml) ogovarajuće su osmolalnosti za 

Calu-3 stanični model nazalnog epitela. 

 Razvijeni praškasti sustavi mikrosfera s uklopljenim NDF-om i manitolom ili laktozom 

kao inertnim nosačem biokompatibilni su s Calu-3 modelnim stanicama respiratornog 

epitela. Vijabilnost stanica nakon dvosatnog izlaganja ispitivanim sustavima bila je u 

rasponu od 81,5 ± 5,4 % do 113,8 ± 1,6 %. 

 Budući da je manitol pokazao bolja svojstva kao nosač mikrosfera s uklopljenim  

NDF-om u odnosu na laktozu, praškasti sustavi s manitolom odabrani su za daljnja 

ispitivanja. 

 Za sustave s manitolom zabiljeţeno je reverzibilno smanjenje transepitelnog električnog 

otpora (TEER) staničnog monosloja tijekom ispitivanja permeabilnosti.  

 Prividni koeficijent permeabilnosti (Papp) NDF-a uklopljenog u mikrosfere preko Calu-3 

staničnog monosloja iz praškastog sustava s manitolom iznosio je 1,18 ± 0,06 × 10
-6

 cm/s 

što predstavlja povećanje od 3,4 puta u odnosu na Papp NDF-a iz otopine.  

 Pripravljeni praškasti sustav mikrosfera s uklopljenim NDF-om i manitolom kao inertnim 

nosačem pokazao je potencijal za nazalnu primjenu prema utvrĎenoj biokompatibilnosti i 

permeabilnosti lijeka in vitro.  
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6. Popis kratica, oznaka i simbola  

A apsorbancija otopine 

A(izopropanol)  apsorbancija čistog izopropanola 

A(kontrola)  apsorbancija otopine kristala formazana nastalog u stanicama izloţenim puferu  

  HBSS-Ca
2+

 

A(uzorak)  apsorbancija otopine kristala formazana nastalog u stanicama tretiranim  

uzorkom 

ALI  uzgoj stanica na granici „medij – zrak“ (engl. air-liquid interface) 

ATP  adenozin 3-fosfat 

BSA  svinjski serumski albumin 

C  koncentracija tvari u otopini 

C0  inicijalna koncentracija lijeka u donorskom odjeljku (µg/ml) 

CFDA-AM 5-karboksifluorescein diacetat, acetoksimetil ester 

CH  kitozan hidroglutamat 

CMC-Na natrijeva karboksimetilceluloza 

CVS  bojanje kristalno ljubičastom (engl. crystal violet staining) 

D  otopina natrijeva deksametazon fosfata 

D+L  otopina fizičke smjese natrijeva deksametazon fosfata i laktoze 

D+M  otopina fizičke smjese natrijeva deksametazon fosfata i manitola 

DCF   diklorofluorescein 

DCFH-DA   2,7-diklorofluorescein diacetat 

DL  sadrţaj lijeka u mikrosferama (engl. drug loading) 

DMEM Dulbeccov modificirani Eaglov medij (engl. Dulbecco's Modified Eagle    

 Medium) 

DPPC  dipalmitoilfosfatidilkolin 

dQ/dt  brzina permeacije lijeka kroz membranu (µg/s) 

EDTA  etilendiamintetraoctena kiselina 

EE  uspješnost uklapanja lijeka (engl. entrapment efficiency) (%) 

FBS  fetalni goveĎi serum (engl. fetal bovine serum) 

GF-AFC glicilfenilalanil-aminofluorokumarin 

GRAS   (engl. Generally Recognized As Safe) 

GSH  glutation 

HA  hijaluronan 
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HA-CL poprečno povezana hijaluronska kiselina 

HBSS-Ca
2+

 pufer balansiran Hankovim solima (engl. Hank's balanced salt solution) uz  

   dodatak iona kalcija (pH 7,4) 

HNE  humane nazalne epitelne (stanice) 

HPLC  tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high-performance liquid  

   chromatography) 

HP-ß-CD hidroksipropil-ß-ciklodekstrin 

I  iskorištenje procesa  

INT 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-feniltetrazolijev klorid 

K kontrola 

LC50  koncentracija sustava pri kojoj je vijabilnost tretiranih stanica 50 % u odnosu  

   na netretirane. 

LDH  laktat dehidrogenaza 

LLC  uzgoj stanica potpuno uronjenih u tekućinu (engl. liquid-liquid culture) 

log P  koeficijent razdiobe izmeĎu oktanola i vode 

m/m   maseni udio 

m/V  omjer mase tvari i volumena tekućine  

MDA  malondialdehid 

MS  disperzija mikrosfera s uklopljenim natrijevim deksametazon fosfatom 

MS:L 1:9 disperzija smjese mikrosfera s uklopljenim natrijevim deksametazon fosfatom i  

      laktozom u masenom omjeru 1:9 

MS:M 1:9 disperzija smjese mikrosfera s uklopljenim natrijevim deksametazon fosfatom i  

   manitolom u masenom omjeru 1:9 

MTS   5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetil-tiazol)-3-(4-sulfofenil) tetrazolin 

MTT  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolin bromid 

NADH/H+ nikotinamid adenin dinukleotid 

NDF  Natrijev deksametazon fosfat 

NR  neutralno crvena 

P površina permeacijske barijere 

PAMPA  test propusnosti na umjetnim membranama (engl. parallel artificial membrane  

   permeability assay) 

Papp  prividni koeficijent permeabilnosti (cm/s) 

PbAE  poli(β-amino ester) polimer 
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PBS  fiziološka otopina puferirana fosfatima (engl. phosphate-buffered saline) 

        (pH 7,4) 

PEG  polietilenglikol 

pH  mjera kiselosti otopine; negativan dekadski logaritam mnoţinske koncentracije  

   vodikovih iona u otopini 

pKa  disocijacijska konstanta 

PLGA  kopolimer laktatne i glikolne kiseline 

r
2
  koeficijent determinacije 

RDS  relativna standardna devijacija 

ROS  kisikovi reaktivni spojevi (engl. reactive oxygen species) 

SAD  Sjedinjene Američke Drţave 

SAP  natrijev askorbil fosfat 

SD standardna devijacija 

SOD  superoksid dismutaza 

SRB  sulforhodamin B 

TEER  transepitelnI električni otpor (engl. transepithelial electrical resistance)  

V/V  volumni udio 

WST-1  tetrazolijeva sol topljive u vodi (engl. water-soluble tetrazolium salt);  

   natrijev (2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H  tetrazolid) 

WST-8   tetrazolijeva sol topljive u vodi (engl. water-soluble tetrazolium salt); natrijev  

   (2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H tetrazolid 

XTT  natrijev  2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-karboksianilid-2H tetrazolin 
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8. Sažetak/Summary 

Nazalna primjena lijekova istraţuje se u svrhu izravne dostave u središnji ţivčani sustav. 

Razvijanjem novih praškastih terapijskih sustava poboljšava se efikasnost takve primjene. U 

ranoj fazi razvoja ispituju se biokompatibilnost i utjecaj sustava na permeabilnost lijeka na in 

vitro modelima. 

Cilj rada bio je pripremiti praškaste sustave mikrosfera s uklopljenim natrijevim 

deksametazon fosfatom (NDF-om) i inertnog nosača (laktoze i manitola) te odrediti 

osmolalnost disperzije sustava, kao i biokompatibilnost sustava te permeabilnost uklopljenog 

NDF-a korištenjem Calu-3 staničnog modela nazalnog epitela.  

Metodom sušenja raspršivanjem uspješno su pripravljene mikrosfere graĎene od pektina i 

hipromeloze, sa sadrţajem uklopljenog NDF-a od 31,6 ± 1,5 %. Miješanjem mikrosfera s 

inertnim nosačem (laktozom i manitolom) u omjeru 1:9 (m/m) uspješno su pripravljeni 

praškasti sustavi. OdreĎena je osmolalnost disperzije sustava nakon suspendiranja u smjesi 

pročišćene vode i HBSS-Ca
2+ 

(1:1, V/V). Vijabilnost Calu-3 staničnog modela nakon izlaganja 

ispitivanim sustavima bila je u rasponu od 81,5 ± 5,4 % do 113,8 ± 1,6 %. Manitol je pokazao 

bolja svojstva kao nosač u odnosu na laktozu. Za praškaste sustave s manitolom zabiljeţeno je 

reverzibilno smanjenje transepitelnog električnog otpora staničnog monosloja tijekom 

ispitivanja permeabilnosti te značajno veći prividni koeficijent permeabilnosti (Papp) NDF-a 

kroz Calu-3 stanični monosloj u odnosu na Papp NDF-a iz otopine. 

Zaključno, pripravljeni praškasti sustav mikrosfera s uklopljenim NDF-om i manitolom kao 

inertnim nosačem pokazao je potencijal za nazalnu primjenu prema utvrĎenoj 

biokompatibilnosti i permeabilnosti lijeka in vitro. 
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Nasal drug administration is being examined as a direct delivery path to the central nervous 

system. The development of new powder drug delivery systems improves the effectiveness of 

such applications. Biompatibility and impact of system on drug permeability are evaluated  

early in the development using in vitro models. 

The aim of this study was to prepare powder systems of microspheres with entrapped sodium 

dexamethasone phosphate (NDF) and inert carrier (lactose and mannitol), and to determine 

the osmolality of the dispersion of the systems, their biocompatibility and permeability of the 

incorporated NDF using a Calu-3 cell model of the nasal epithelium. 

Microspheres made of pectin and hypromellose with a drug loading of 31.6 ± 1.5 %, were 

successfully prepared by spray-drying. Powder systems were successfully prepared by mixing 

microspheres with lactose and mannitol in ratio of 1:9 (w/w). The osmolality of the dispersion 

of powder systems was determined after suspending in a mixture of purified water and HBSS-

Ca
2+

 (1:1, V/V). Calu-3 cell viability after exposure to the systems ranged from 81.5 ± 5.4 % 

to 113.8 ± 1.6 %. Mannitol showed better properties as the carrier compared to lactose. For 

systems with mannitol, a reversible decrease in transepithelial electrical resistance of the cell 

monolayer and significantly higher apparent permeability coefficient (Papp) of NDF across the 

Calu-3 monolayer in comparison to Papp of NDF in solution were observed. 

In conclusion, prepared powder system composed of NDF loaded microspheres and mannitol 

showed potential for nasal administration considering determined in vitro biocompatibility 

and drug permeability. 
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