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SAZETAK

CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog rada bio je prutziti sistematizirani pregled objavljene znanstvene i stru¢ne literature vezane za
razvoj i proizvodnju formulacija lijekova temeljenih na tehnologiji multivezikularnih liposoma. Opisana
su specifi¢na strukturna svojstva multivezikularnih liposoma i definirani kriti¢ni elementi u proizvodniji
stabilnih formulacija lijekova. Prikazane su prednosti i ograni¢enja formulacija lijekova
multivezikularnih liposoma u odnosu na konvencionalne oblike lije¢enja te u odnosu na druge tipove

liposoma.

MATERIJALI/ISPITANICI | METODE

Istrazivanje je provedeno pretrazivanjem akreditiranih baza podataka prema tematici relevantnoj za
izradu specijalistickog rada. Medu opéim i specijaliziranim znanstvenim i stru¢nim ¢lancima odabrani
su relevantni ¢lanci s obzirom na postavljene ciljeve te su detaljno prouceni kako bi se napravio

sistematizirani i kriticki osvrt na zadanu temu.

REZULTATI

Formulacije multivezikularnih liposoma razvijaju se kako bi se premostila ograni¢enja konvencionalnih
formulacija lijekova i osigurala dostatna stabilnost lijekova peptidnog karaktera. Zahvaljujuéi velicini
multivezikularnih liposoma od nekoliko desetaka mikrometara te unutarnjoj strukturi koja podsjeca na
pjenu, nakon primjene formulacije lijeka, moguce je formiranje depoa i produljeno oslobadanje

djelatne tvari kroz dulji vremenski period.



Utvrdeno je da je, uz uobicajene sastavnice liposoma, za formiranje multivezikularnih liposoma
potreban dodatak neutralnih lipida. Koristena metoda pripreme dvostruke emulzije uspjesno je

prenesena iz laboratorijskog u industrijsko mjerilo.

Dosad su odobrenje za stavljanje u promet dobile tri formulacije lijekova temeljenih na tehnologiji
multivezikularnih liposoma. Jedna formulacija je dobila odobrenje za klinicko ispitivanje, dok je za
drugu upuéen zahtjev za klinicko ispitivanje. Brojne formulacije lijekova u fazi su pretklini¢kih

ispitivanja. Dvije odobrene formulacije lijekova povucéene su zbog poteskoéa u proizvodniji.

ZAKLJUCAK

Lijekovi temeljeni na formulacijama multivezikularnih liposoma pruzaju potencijalnu platformu za
premoséivanje brojnih zdravstvenih izazova poput dostave peptidnih lijekova ili dostave lijekova Cije
djelovanje ovisi o specifi¢noj fazi stani¢nog ciklusa. Njihova primjena bi mogla pridonijeti poboljSanoj
adherenciji bolesnika zbog smanjene ucestalosti doziranja parenteralnih lijekova. Zbog nedostatka
prikladnijih metoda sterilizacije, specifi¢cnog regulatornog okvira i standardiziranih analiti¢ckih metoda,

komercijalizacija ovih lijekova je otezana.



SUMMARY

OBJECTIVES

The goal of this thesis was to present a systematic review of the published literature on the
development and manufacture of drug formulations based on multivesicular liposome technology.
Specific structural properties of multivesicular liposomes were described as well as critical parameters
in their manufacturing process. The potentials and limitations of drug-loaded multivesicular liposomes

compared to conventional therapy and other types of liposomes were highlighted.

MATERIAL/PATIENTS AND METHODS

The research was conducted by searching accredited databases with regard to the topic of this thesis.
Relevant articles were selected based on the set objectives and studied in detail in order to create a

systematic and critical review of the given topic.

RESULTS

The formulations of multivesicular liposomes are being developed to overcome the limitations of
conventional drug formulations and to ensure adequate stability of peptide-based drugs. Formation of
a depot and prolonged drug release over extended period of time, following administration of drug-

loaded multivesicular liposomes, are enabled by their size and internal foam-like structure.

The addition of neutral lipids was found to be crucial in formation of multivesicular liposomes. The

implemented double-emulsion method was successfully commercialized.

Until now, three medicinal products based on multivesicular liposome technology were granted

marketing authorisation. One formulation received approval for clinical testing, while a request for

\



clinical testing has been initiated for another formulation. Numerous drug product formulations are in
the phase of preclinical trials. Two marketed medicinal products have been withdrawn due to

difficulties in the manufacturing process.

CONCLUSION

Drug product formulations based on multivesicular liposome technology provide a potential platform
for overcoming numerous therapeutic challenges like the delivery of peptide drugs or drugs whose
action depends on a specific cell-cycle phase. Utilization of this technology could contribute to
enhanced patient adherence due to the reduction of parenteral administration frequency.
Commercialization of these drug products is difficult due to the lack of adequate sterilization methods,

a specific regulatory framework and standardized analytical methods.
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1. UVOD | PREGLED PODRUCIA ISTRAZIVANIJA

1.1.SVOISTVA LIPOSOMA

Kako bi se poboljsSao farmakoloski ucinak lijekova loSe bioraspolozivosti, izrazenih nuspojava i
toksi¢nosti, zadnjih nekoliko desetljeca uvelike se istrazuju razli¢iti terapijski (nano)sustavi. Oni
modificiraju farmakokineticka svojstva djelatne tvari na nacin da omoguéuju njeno prilagodeno
oslobadanje unutar organizma tijekom duljeg vremena, Stite djelatnu tvar od fizioloske razgradnje ili
pak pospjesuju njenu dostavu na Zeljeno mjesto djelovanja. Navedeni udinci rezultiraju smanjenom
pojavnosti nuspojava te ucestalosti doziranja Sto dovodi do poboljSane adherencije bolesnika.
Liposomi predstavljaju jedan od najispitivanijih nosaca djelatne tvari unutar te kategorije (1, 2). Radi
se o sfericnim fosfolipidnim tvorevinama, uobicajenog promjera u rasponu od 20 nm do 10 um, koje
se spontano formiraju uslijed kontakta s vodenim medijem. Prvotno su opisani 1965. godine kada je
primijeceno da tekuci kristali lecitina formiraju tvorevine slicne bioloSkim membrana zbog cega su
liposomi u pocetku istrazivani kao modelne bioloske membrane, no ubrzo se poceo istrazivati i njihov
potencijal nosaca lijekova (1, 3). Do danas je na podrucju Europe i Sjedinjenih Americkih Drzava
odobreno dvadesetak parenteralnih formulacija lijekova temeljenih na tehnologiji liposoma, uglavhom
namijenjenih intravenskom putu primjene te lijeCenju onkoloskih oboljenja. Medutim, zastupljeni su i
drugi putevi parenteralne primjene poput intramuskularne, supkutane, intratekalne te primjene na

kozu i sluznice, ali i druge indikacije poput infekcija, anestezije, cjepiva itd. (4-6).

Unutarnji vodeni odjeljak/odjeljci, obavijeni su s jednim ili viSe koncentri¢no posloZenih fosfolipidnih
dvoslojeva. S obzirom na navedenu strukturu, liposomi omogucuju uklapanje velikog broja djelatnih
tvari razli¢ite polarnosti te veli¢ine molekula (Slika 1), dok zbog spomenute slicnosti s bioloskim

membrana predstavljaju neimunogene te fiozoloski prihvatljive sustave (1).
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Slika 1. Strukturni prikaz liposoma s uklopljenim djelatnim tvarima. Preuzeto iz (1) uz dozvolu izdavaca
(Hrvatsko farmaceutsko drustvo).

Osnovnu gradivnu jedinicu liposoma ¢ine fosfolipidi. To su amfifilne molekule, diesteri fosfatne
kiseline, Cije se polarne ,glave” orijentiraju prema vanjskoj i unutarnjoj vodenoj fazi, dok se hidrofobni
,repovi“ sastavljeni od masnih kiselina orijentiraju u dvosloj jedni prema drugima (Slika 2). O naboju
hidrofilnih skupina ,glave” ovisi povrsSinski naboj liposoma koji utje¢e na stabilnost liposomskih
pripravaka. U neutralnom pH podrucju on moze biti neutralan (fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin) ili

negativan (fosfatidilglicerol, fosfatidilserin, fosfatidilinozitol, fosfatidna kiselina) (1).
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Slika 2. Shematski prikaz formiranja liposoma. Preuzeto iz (1) uz dozvolu izdavaca (Hrvatsko
farmaceutsko drustvo).

Izbor fosfolipida odreduje ¢vrstoéu membrane, a dodatkom tvari poput kolesterola ili rubnih aktivatora
moguce je modificirati rigidnost/elasti¢nost fosfolipidnog dvosloja te na taj nacin utjecati na njihovu
stabilnost ili sposobnost dostave lijeka u odredena tkiva (1, 7). Nadalje, oblaganjem liposoma
mukoadhezivnim polimerom ili polietilenglikolom, moguce je poboljsati ili smanijiti kontakt liposoma s

mukusom sluznice (8).

1.2.PODIJELA LIPOSOMA

Liposomi se klasificiraju s obzirom na veli¢inu i broj fosfolipidnih dvoslojeva koje posjeduju (Tablica 1,
Slika 3). Ovi faktori utjecu na sposobnost uklapanja djelatne tvari, stabilnost i namjenu pojedine vrste
liposoma. Za izradu odredene vrste liposoma klju¢na je metoda pripreme, dok je izbor fosfolipidne
komponente manje znacajan (1, 2). Nadalje, utvrdeno je da se uspjeSnost uklapanja hidrofilnih
djelatnih tvari povecava s veli¢inom liposoma i brojem unutarnjih vodenih odjeljaka, medutim opada

s brojem fosfolipidinih dvoslojeva (2, 9).



Tablica 1. Podjela liposoma prema velicini i broju fosfolipidnih dvoslojeva (1, 10).

multivesicular liposomes, MVL ili
multivesicular vesicles, MVV)

TIP LIPOSOMA PROMIER BROJ FOSFOLIPIDNIH

DVOSLOJEVA

mali unilamelarni liposomi (engl. small 20—-100 nm jedan

unilamellar vesicles, SUV)

srednje veliki unilamelarni liposomi (engl. > 100 nm jedan

medium sized unilamellar vesicles, MUV)

veliki unilamelarni liposomi (engl. large 100 - 1000 nm jedan

unilamellar vesicles, LUV)

veoma veliki unilamelarni liposomi (engl. > 1000 nm jedan

giant unilamellar vesicles, GUV)

oligolamelarni liposomi (engl. oligolamellar | > 500 nm nekoliko koncentri¢no

vesicles, OLV) polozZenih dvoslojeva

multilamelarni liposomi (engl. >700 nm veliki broj koncentri¢no

multilamellar vesicles, MLV) polozenih dvoslojeva

multivezikularni liposomi (engl. > 1000 nm mnogo manjih vezikula

obavijenih jednim fosfolipidnim
dvoslojem nasumiéno
smjestenih unutar velikog
liposoma

Suv LUV

Slika 3. Strukturni prikaz podjele liposoma s obzirom na veli€inu i broj fosfolipidnih dvoslojeva.
LUV, veliki unilamelarni liposomi; MLV, multilamelarni liposomi; MVV, multivezikularni liposomi; SUV, mali
unilamelarni liposomi. Preuzeto iz (11) uz dozvolu Elsevier-a.

Drugi nacin podjele liposoma odnosi se na strukturna svojstva i nac¢in oslobadanja uklopljene tvari

(Tablica 2).




Tablica 2. Podjela liposoma prema strukturnim svojstvima i nacinu oslobadanja uklopljene tvari (1).
NAZIV LIPOSOMA KARAKTERISTIKE

konvencionalni - uz fosfolipide mogu sadrzavati kolesterol
- kratko se zadrzavaju u cirkulaciji te se akumuliraju u stanicama
retikuloendotelnog sustava (pasivna ciljana terapija retikuloendotelnog

sustava)
stericki stabilizirani, - za povrsinu su kovalentno vezani hidrofilni polimeri koji onemogucuju
dugocirkulirajudi prepoznavanje od strane makrofaga i stanica retikuloendotelnog sustava
(tzv. stealth) - produljeno zadrZavanje u cirkulaciji (vrijeme polueliminacije do 48 h)

- moguénost pasivne ciljane terapije na mjestima gdje je povecana
permeabilnost stijenki krvnih Zila (upala, infekcija, tumor)

imunoliposomi - za ovojnicu konvencionalnih ili stericki stabiliziranih liposoma vezana su
specifi¢na antitijela ¢ime se omoguduje aktivna ciljana terapija
polimorfni liposomi - pH osjetljivi: oslobadaju uklopljen sadrzaj uslijed pada pH
- temperaturno-osjetljivi: oslobadaju uklopljen sadrzaj uslijed porasta
temperature

- kationski: tvore komplekse s nukleinskim kiselinama te zbog pozitivnog
naboja na povrsini lako stupaju u interkcijom s negativno nabijenom
povrsinom stanice

1.3.METODE PRIPRAVE LIPOSOMA

Prilikom odabira metode priprave liposoma potrebno je voditi racuna o ciljanoj veliini liposoma, broju

fosfolipidnih dvoslojeva, svojstvima djelatne tvari te sigurnosnom profilu koristenih sirovina.

Koristeni fosfolipidi mogu biti prirodnog ili sintetskog podrijetla, razli¢itog stupnja zasi¢enosti masnih
kiselina i razli¢itog naboja na povrsini. Za razliku od prirodnih fosfolipida (lecitina), sintetski fosfolipidi
imaju tocno definiran sastav te su zbog toga prikladniji za izradu formulacija namijenjenih
parenteralnoj primjeni. IstraZivanja biokompatibilnosti provedena na animalnim modelima pokazala

su da pozitivan naboj na povrsini liposoma moZe imati citotoksi¢ni uc¢inak.

Priprema liposoma zahtijeva koristenje organskih otapala buduci da su fosfolipidi netopljivi u vodi. U
skladu s tim, potrebno je voditi ratuna o moguénosti naknadnog uklanjanja otapala iz konacne
formulacije. Pravilo kod pripreme liposoma je da se lipofilne djelatne tvari otapaju zajedno s

fosfolipidima u organskoj fazi, dok se hidrofilne djelatne tvari dodaju otopljene u vodenoj fazi.



Osim uklanjanja organskog otapala, tipi¢ni koraci u pripremi suspenzije liposoma ukljucuju

dispergiranje fosfolipida u vodenom mediju te homogenizaciju dobivene suspenzije.

Metode pripreme liposoma mogu se podijeliti s obzirom na nacin dispergiranja fosfolipida u skupine

fizickog dispergiranja fosfolipida, dvofaznog dispergiranja i solubilizacije fosfolipida.

a) Priprava liposoma postupcima fizickog dispergiranja fosfolipida

Ova skupina metoda priprave liposoma uklju¢uje najéesée koristenu metodu u laboratorijskim
uvjetima koja se zasniva na hidrataciji suhog fosfolipidinog sloja, a naziva se i film metodom. Prvo se
otparavanjem organskog otapala na stijenci okrugle tikvice formira tanki film fosfolipida, zatim se
dodatkom vodenog medija spontano formiraju liposomi. Nastali liposomi su uglavnom multilamelarne

morfologije, zbog ¢ega su posebno pogodni za uklapanje lipofilnih djelatnih tvari.

Druga metoda u ovoj skupini zasniva se na postupcima dehidratacije i rehidratacije na nacin da se
pripremljeni multilamelarni liposomi soniciranjem prevode u male unilamelarne liposome kojima se
dodaje otopina hidrofilne djelatne tvari. Nakon liofilizacije slijedi kontrolirana rehidratacija uslijed ¢ega

se djelatna tvar uklapa u liposome. Ova metoda pogodna je i za uklapanje osjetljivih bioloSkih molekula.

Metoda smrzavanja-taljenja takoder omogucuje dobro uklapanje hidrofilnih djelatnih tvari. Temelji se
na naglom smrzavanju smjese malih unilamelarnih liposoma i otopine djelatne tvari. Prilikom
odmrzavanja djelatna tvar ulazi kroz pukotine fosfolipidnog dvosloja te nastaju veliki unilamelarni

liposomi s uklopljenom djelatnom tvari.

Uobi¢ajenu metodu pripreme malih unilamelarnih liposoma predstavlja soniciranje suspenzija

multilamelarnih i oligolamelarnih liposoma pomocu ultrazvuéne kupelji ili sonde.

Mali unilamelarni liposomi se takoder mogu prirediti pomoéu metode koja se zasniva na koristenju
visokotlacnog homogenizatora. Ova metoda ne zahtijeva upotrebu organskih otapala bududi da se
disperzija fosfolipida u vodi propusta kroz sapnice homogenizatora, a prikladna je i za primjenu u

industrijskom mjerilu.



b) Priprava liposoma postupcima dvofaznog dispergiranja fosfolipida

Metode pripreme iz ove skupine temelje se na mijeSanju organske i vodene faze, odnosno preskace se
korak prethodnog uklanjanja organskog otapala u kojem su otopljeni fosfolipidi, kao sto je to slucaj
kod film metode. Koristena organska otapala mogu se ili ne moraju mijesati s vodom te se iz disperzije
liposoma naknadno uklanjaju. Jednostavne metode uklju¢uju metodu etanolnog injiciranja (formiraju
se mali unilamelarni liposomi) i metodu eternog injiciranja (formiraju se veliki unilamelarni liposomi);

medutim, obje metode priprave liposoma rezultiraju niskim uklapanjem hidrofilne djelatne tvari.

Emulzijske metode podrazumijevaju uvodenje vodene otopine djelatne tvari u vedi udio organskog
otopala koje se ne mijeSa s vodom te, ovisno o daljnjim koracima pripreme, rezultiraju liposomima

razli¢itih morfoloskih obiljeZja.

Upotrebom metode koja ukljucuje pripremu viSestrukih emulzija moguée je formirati multivezikularne
liposome, a zbog velikog broja vodenih odjeljaka koje sadrzi ovaj tip liposoma, visoka je uspjesnost

uklapanja hidrofilnih djelatnih tvari. Metoda je prikladna i za industrijsku primjenu.

c) Priprava liposoma solubilizacijom fosfolipida

Ova metoda prikladna je za uklapanje lipofilnih lijekova i proteina, a temelji se na koriStenju detergensa
koji zajedno s fosfolipidima formiraju mijeSane micele. Detergens se potom uklanja iz micela dijalizom
u vodenom mediju, pri ¢emu izlu€ivanjem detergensa spontano nastaju veliki unilamelarni liposomi

(12).



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Posljednjih godina zabiljezen je porast odobrenih parenteralnih lijekova koji se temelje na tehnologiji
liposoma, posebice cjepiva. Premda je vecina odobrenih formulacija liposoma za parenteralnu
primjenu nanometarskih dimenzija, postoje i oni mikrometarske veli¢ine. Rije¢ je o multivezikularnim
liposomima koji se od ostalih vrsta liposoma izdvajaju ne samo veli¢éinom vec i specificnom unutarnjom
strukturom koja pruza veliki kapacitet uklapanja hidrofilnih djelatnih tvari te omogucuje njihovo

produljeno oslobadanije i terapijski ucinak.

Cilj ovog rada bio je pruziti sistematizirani pregled objavljene znanstvene i strucne literature koja
obraduje problematiku multivezikularnih liposoma pretrazivanjem akreditiranih baza podataka prema
kljuénim rije¢ima: liposomes, multivesicular liposomes, multivesicular lipid particles, sustained release,
DepoFoam techology, approved liposomal drugs i sl. Detaljno su prouceni odabrani relevantni ¢lanci uz
definiranje kriticnih svojstava kakvoce lijeka kao i parametara proizvodnog postupka koji na njih utjecu,
uz osvrt na postojedi regulatorni okvir. Prikazane su prednosti i nedostaci ovakvih formulacija lijekova

te njihova uloga u globalnim trendovima lije¢enja.



3. MATERIALI | METODE — SUSTAVNI PREGLED SAZNANJA O TEMI

3.1. OTKRICE MULTIVEZIKULARNIH LIPOSOMA

Multivezikularni liposomi su prvotno opisani 1983. godine. Pripremljeni su koriStenjem metode
dvostruke emulzije. Lipidne komponente koje su cinili amfipatski lipidi, kolesterol i mala koli¢ina
neutralnog ulja (trioleina ili trikaprilina) otopljene su u smjesi kloroforma i dietiletera, dok se modelna
djelatna tvar otopila u vodenoj fazi koja je sadrzavala otopljenu sol ili saharozu u koncentraciji od 0,15
M. Vodena faza se polako dodavala u organsku fazu te je snaznim protresivanjem izradena emulzija.
Nastala V/U emulzija je potom uvedena u vedi volumen vanjske vodene faze koja se sastojala od
otopine saharoze koncentracije 0,2 M. MijeSanjem na vrtloZnom mjesacu nastale su sferule razlicitih
veli¢ina, a otparavanjem organskih otapala formirali su se multivezikularni liposomi (Slika 4). Kako bi
se neuklopljeni i otpadni materijal odvojio od proizvedenih liposoma, u suspenziju je dodan jednak
volumen otopine 5 % glukoze ili fosfatnog pufera. Centrifugiranjem je supernatant uklonjen, a liposomi

su resuspendirani u otopini 5 % glukoze ili fosfatnom puferu.

Slika 4. Shematski prikaz formiranja multivezikularnih liposoma: A - inicijalna emulzija, B - emulzija
nakon protresivanja, C - sferule od kloroforma i dietiletera s uklopljenom modelnom djelatnom tvari
(nastale uvodenjem primarne emulzije u vanjsku vodenu otopinu), D - formiranje sferula nakon
protresivanja V/U/V emulzije, E — nastanak multivezikularnih liposoma nakon otparavanja kloroforma
i dietiletera, F - uvecan prikaz multivezikularnog liposoma. Preuzeto iz (13) i prilagodeno hrvatskom
jeziku uz dozvolu Elsevier-a.



Struktura tako formiranih liposoma usporedila se sa strukturom blastule embrija. Sferoidne tvorevine
sadrZavale su unutarnju strukturu poput granula, odnosno agregiranih mjehuri¢a sapuna (13, 14). U
multivezikularnom liposomu unutarnji vodeni odjeljci odijeljeni su pojedinaénim fosfolipidnim
dvoslojevima dok vanjsku membranu takoder ¢ini jedan fosfolipidni dvosloj. Premda bi se, prema
teorijskim razmatranjima, ovom metodom mogla uklopiti ukupna koli¢ina djelatne tvari otopljena u
unutarnjoj vodenoj fazi, do gubitka dijela vodene faze doslo je prilikom uvodenja primarne emulzije u
vanjsku vodenu fazu te tijekom otparavanja organskih otapala. UspjeSnost uklapanja modelne
hidrofilne tvari bila je ve¢a od 80 % $to je znacajno vise nego kod unilamelarnih liposoma buduci da su
vodeni odjeljci udaljeni od povrsine te manje skloni pucanju. Uklopljene modelne tvari varirale su od
malih molekula do makromolekula, a enzim goveda dismutaza uklopljen je uz potpuno ocuvanje
enzimske aktivnosti. Takoder je primije¢eno da je za formiranje multivezikularnih liposoma potreban

dodatak neutralnog ulja za koje je pretpostavljeno da pomaze stabilizirati membrane liposoma (13).

3.2.STRUKTURA MULTIVEZIKULARNIH LIPOSOMA

Elektronskom mikroskopijom analizirana je topologija multivezikularnih liposoma. Utvrdeno je da su
kontaktne povrsine vodenih odjeljaka tetraedarski orijentirane Sto je analogno strukturi pjene.
Unutarnji odjeljci gusto su pakirani u velikom broju unutar jednog liposoma te su polidisperzni. Kod
liposoma prosjecne veli¢ine 10 mikrometra, promjer poliedarskih unutarnjih odjeljaka varira od 100
nm do nekoliko mikrometara (Slika 5). Broj stranica odjeljaka varira od tri do osam, pri cemu je
najzastupljeniji oblik poliedarskih odjeljaka pentagonalni, dok debljina fosfolipidnog dvosloja iznosi oko

50 A (15, 16).
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Slika 5. Prikaz strukture multivezikularnog liposoma dobiven koristenjem freeze-fracture elektronske
mikroskopije. Horizontalna crta predstavlja duljinu od 2 mikrometra. Preuzeto iz (15) i prilagodeno
hrvatskom jeziku uz dozvolu American Chemical Society.

Koristenjem NMR metode i konfokalne mikroskopije s dvije fluorescentne fosfolipidne probe i jednom
za trigliceride, detaljnije je ispitana distribucija strukturnih komponenata multivezikularnih liposoma
koju cine fosfolipidi i triglideridi (triolein). Primijeceno je da, ukoliko se koristi metoda pripreme
dvostruke emulzije bez dodatka neutralnog lipida (triglicerida), nastaju unilamelarni liposomi ili pak
oni s nekoliko koncentri¢no polozenih fosfolipidnih dvoslojeva. Dodatkom neutralnog lipida (triolein),
isti se inkorporira u spojevima nekoncentri¢no poloZenih fosfolipidnih dvoslojeva unutar liposoma.
Triolein stoga sluZzi kao hidrofobni stabilizator tih spojeva te omogucava karakteristi¢nu strukturu
multivezikularnog liposoma. Osim ove lokacije, drugo glavno mjesto nakupljanja triglicerida je u

globulama unutar vodene faze uklopljene u vezikule liposoma (Slika 6) (16).

Utvrdeno je da se porastom koncentracije kolesterola u membranama smanjuje koncentracija trioleina
te raste rigidnost membrane. S druge strane, dodatak trioleina smanjuje rigidnost i povecava odbojne

sile izmedu susjednih membrana $to smanjuje mogucnost njihove fuzije (16-18).
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Slika 6. Shematski prikaz poloZaja triglicerida unutar multivezikularnog liposoma. Preuzeto iz (16) i
prilagodeno hrvatskom jeziku uz dozvolu izdavaca Taylor & Francis.

Zbog velikog volumnog udjela vodene faze u odnosu na lipidnu (95 : 5), multivezikularni liposomi
posebno su pogodni za uklapanje u vodi topljivih djelatnih tvari. Budu¢i da su uglavnom raspona
veli¢ine od 10 um do 60 pm, nisu prikladni za intravensku primjenu te nisu podloZni brzom uklanjanju
iz organizma od strane limfnog sustava i makrofaga. Zbog toga pokazuju potencijal formiranja depoa
ukoliko se primijene drugom parenteralnom rutom (19). Ispitivanjima na Zivotinjama dokazano je da
primijenjena formulacija multivezikularnih liposoma produljuje oslobadanje djelatne tvari za faktor 6
— 600 u odnosu na neuklopljenu djelatnu tvar, odnosno produljeno je oslobadanje moguée postiéi u
periodu od nekoliko dana do nekoliko tjedana. Za razliku od multivezikularnih liposoma, kod
unilamelarnih i multilamelarnih liposoma period oslobadanja varira od nekoliko sati do nekoliko dana

(Tablica 3) (16, 20).
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Tablica 3. Usporedba vremena polueliminacije neuklopljenih djelatnih tvari i djelatnih tvari uklopljenih
u formulaciju multivezikularnih liposoma (20).

DJELATNA TVAR | VRSTA ti2(h) ti/2(h) PUT PRIMJENE MOGUCA
ZIVOTINJE | UKLOPLJENA | NEUKLOPLIENA KLINICKA
TVAR TVAR PRIMJENA
citarabin majmun 156 0,74 intratekalni tumori
citarabin mis 21 0,26 intraperitonealni | tumori
citarabin Stakor 148 2,7 intratekalni tumori
citarabin mis 96 0,16 supkutani tumori
citarabin kunic 52,5 0,2 supkonjunktivalni | tumori
metotreksat Stakor 96 7,2 intratekalni tumori
metotreksat mis 50,4 0,16 supkutani tumori
metotreksat mis 45,6 0,54 intraperitonealni | tumori
morfin Stakor 82 2,6 epiduralni lijecenje
boli
IGF-1 Stakor 26 4 supkutani faktor rasta
interferon a-2b | mis 20 1,5 intraperitonealni | virusne
infekcije,
tumori
bleomicin mis 31,8 0,13 supkutani antibiotik
2'3’deoksicitidin | Stakor 23 1,1 intraventrikularni | virusne
infekcije
5-FUMP kunic 124 4,5 intravitrealni virusne
infekcije

IGF-1, inzulinu slican faktor rasta 1; 5-FUMP, 5-fluorouridin monofosfat

3.3. MEHANIZAM FORMIRANJA MULTIVEZIKULARNIH LIPOSOMA | OSLOBADANJA DJELATNE TVARI

U formiranju multivezikularnih liposoma klju¢nu ulogu imaju fosfolipidi, neutralni lipidi i kolesterol.
Njihovom optimizacijom moguce je pripraviti stabilnu formulaciju multivezikularnih liposoma i utjecati

na profil oslobadanja djelatne tvari.

Lance masnih kiselina fosfolipida veé¢inom cCine nezasicene masne kiseline duljine 10 do 24 ugljikova
atoma koje mogu sadrzavati do 6 dvostrukih veza, a manji udio u lancima Cine zasi¢ene masne kiseline.
Strukturna svojstva fosfolipida su uz temperaturu faznog prijelaza znadajni parametri odgovorni za
stabilnost liposoma. Veci broj nezasiéenih veza ili niza temperatura faznog prijelaza iz gel u sol stanje,
rezultirat ¢e manjom zbijenos¢u molekula u fosfolipidnom dvosloju te slabijom stabilnosti na sobnoj
temperaturi (21, 22). Za izradu liposoma uglavnom se koriste kombinacije fosfolipida koji istovremeno
posjeduju pozitivni i negativni naboj (zwitterion) kao sto su 1,2-dierukoilfosfatidilkolin (DEPC) ili
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dioleoilfosfatidilkolin (DOPC) te anionskih fosfolipida poput dipalmitoilfosfatidilglicerola (DPPG) sto je

bitno za stabilnost membrana buduci da istovrsni naboj uzrokuje elektrostatske odbojne sile (21).

Neutralni lipidi poput trioleina nemaju sposobnost formiranja membrane zbog nedostatka hidrofilne
»glave”, ali omoguéuju multivezikularnu strukturu membrana formiranih od dvoslojeva fosfolipida
(Slika 7). Neutralni lipidi iz skupine dugolancanih triglicerida posjeduju bolji stabilizirajuci ucinak sto
rezultira sporijim oslobadanjem uklopljenog sadrzaja iz liposoma u odnosu na kratkolancane
trigliceride. Sporijem oslobadanju pridonose esterske skupine sastavljene od masnih kiselina s jednom
nezasiéenom vezom i 14 do 18 atoma ugljika u acilnom lancu te zasiéene masne kiseline s 10 do 12
atoma ugljika u acilnom lancu. Lipidi izbora u tom su sluc¢aju obi¢no triolein ili tripalmitolein. Neutralni
lipidi koji uzrokuju brzo oslobadanje djelatne tvari jesu trigliceridi koji sadrze esterske skupine
sastavljene od zasi¢enih masnih kiselina sa 6 do 8 ugljikovih atoma u acilnom lancu. Najces¢i su
trikaprilin i smjese trikaprilina i trikaproina. Ukoliko se za proizvodnju koriste neutralni lipidi s manje

od 6 ugljikovih atoma, oslobadanje djelatne tvari se odvija vrlo brzo (20, 21).

Osim vrste lipida, za oslobadanje djelatne tvari znacajna je i njihova koncentracija. Povecanjem
koncentracije trioleina, povecat ée se i brzina oslobadanja. Ukoliko se triolein nalazi u suvisku, on moze
formirati kapljice u vodenoj fazi koje mijenjaju pH i osmotski tlak te dovode do ubrzanog oslobadanja

djelatne tvari.

Kolesterol se koristi kako bi stabilizirao membrane liposoma te vezikularni sustav ucinio rigidnijim.
Njegova koncentracija u sustavu od velike je vaZnosti jer se stabilizacijom membrane usporava
oslobadanje djelatne tvari. Medutim, izrazito visoke koncentracije kolesterola mogu imati negativan

ucinak na stabilnost jer prevelika rigidnost mozZe dovesti do lakSeg pucanja membrana (23).
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Slika 7. Shematski prikaz formiranja membrana multivezikularnih liposoma pomoc¢u neutralnog lipida.
Preuzeto iz (21) uz dozvolu Springer Nature.

Proces formiranja multivezikularnih liposoma sastoji se od nekoliko kriticnih koraka (Slika 8).
Formiranje stabilnih monoslojeva klju¢no je za stabilnost zavrsne formulacije gdje vaznu ulogu igra
naboj fosfolipida. Anionski fosfolipidi (npr. DPPG) su pri viSim pH vrijednostima (=10) potpuno ionizirani
te u vodenoj fazi formiraju rasireni monosloj. Dodatkom kationskih pomo¢énih tvari poput lizina dolazi
do agregacije globula i formiranja stabilnih sferula zbog neutralizacije negativhog naboja. Uslijed
prisustva neutralnih lipida na rubovima globula dolazi do stvaranja zajednic¢kog fosfolipidnog dvosloja.

Nakon toga dolazi do deprotonacije lizina te fosfolipidi ponovo poprimaju negativan naboj (21).
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Slika 8. Shematski prikaz formiranja multivezikularnih liposoma. Preuzeto iz (21) uz dozvolu Springer
Nature.

Mehanizam oslobadanja djelatne tvari odvija se u tri faze kombinacijom mehanizama difuzije, erozije
i preslagivanja unutarnjih fosfolipidnih dvoslojeva (Slika 9). U prvoj fazi oslobada se djelatna tvar s
povrsine liposoma. Zatim slijedi tzv. faza odgode tijekom koje je oslobadanje djelatne tvari neznatno.
Ona je posljedica difuzije djelatne tvari iz unutrasnjosti liposoma kroz unutarnje membrane liposoma
te preslagivanja membrana do kojeg moze doci ukoliko se temperatura okoline priblizi temperaturi
faznog prijelaza fosfolipida. Pritom moZe dodi do fuzije membrana i urusavanja karakteristicne
unutarnje strukture multivezikularnih liposoma $to rezultira produljenjem faze odgode ili sporijim
sekundarnim oslobadanjem zbog povecanja debljine difuzijske barijere. Sekundarno oslobadanje

nastupa u trecoj fazi te je posljedica kontinuirane erozije fosfolipidnih dvoslojeva (24).
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Slika 9. Shematski prikaz mehanizma oslobadanja djelatne tvari iz multivezikularnih liposoma.
MVL, multivezikularni liposom. Preuzeto iz (24) i prilagodeno hrvatskom jeziku uz dozvolu Elsevier-a.

Osim izborom lipidnih komponenata sustava, brzinu kontroliranog oslobadanja iz liposoma mogude je
varirati izborom sastava vodene faze koja se uklapa. Sto je osmolarnost unutarnje vodene faze vecéa,
oslobadanje je sporije, pri ¢emu se osmolarnost mozZe povecati povecanjem koncentracije djelatne

tvari ili dodatkom sredstva za poveéanje osmolarnosti (25).

Uz osmolarnost, prisustvo kiseline u unutarnjoj vodenoj fazi takoder utjeCe na brzinu oslobadanja
djelatne tvari $to je pokazano na primjeru uklapanja citarabina otopljenog u koncentraciji od 20 mg/ml

u razli¢itim kiselinama koncentracije 136 mM (Tablica 4).
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Tablica 4. In vitro oslobadanje citarabina u ljudskoj plazmu pri 37 °C iz formulacija multivezikularnih

liposoma izradenih koristenjem razli¢itih kiselina (20).

KISELINA t1/2 (dani)
Perklorna kiselina 37,2+8,0
Nitratna kiselina 54,5 +5,7
Fosfatna kiselina 6,5+0,2
Formijatna kiselina 5,6+0,2
Trikloracetatna kiselina 55+0,6
Acetatna kiselina 4,8+0,5
Trifluoracetatna kiselina 3,4+0,4
Sulfatna kiselina 1,6 +0,5

Na brzinu oslobadanja djelatne tvari velikim dijelom utjeCe stupanj njezine ionizacije. Ukoliko je

djelatna tvar ionizirana, njena topljivost u vodenom mediju ée biti veéa Sto ée rezultirati znacajnijim

inicijalnim oslobadanjem. Medutim, sekundarno oslobadanje ¢ée biti sporije zbog slabije sposobnosti

difuzije kroz fosfolipidne membrane (24).

Brzina oslobadanja djelatne tvari takoder ovisi o temperaturi i vrsti medija u kojem se oslobadanje

odvija. Povisenjem temperature raste pokretljivost lipida Sto rezultira brzim oslobadanjem. Medutim,

ukoliko se temperatura nastavi povedéavati, moZe dodi do fuzije membrana te sporijeg sekundarnog

oslobadanja zbog povecanja difuzijske barijere. Ukoliko je medij bogat proteinima, kao sto je slucaj s

ljudskom plazmom, zbog interakcija s povrsinom liposoma dolazi do brzeg oslobadanja (20, 24).

Oslobadanje djelatne tvari iz multivezikularnih liposoma se dodatno mozZe usporiti ako se djelatna tvar

prethodno uklopi u ciklodekstrine (20).

3.4.PROIZVODNJA MULTIVEZIKULARNIH LIPOSOMA

Proizvodnja multivezikularnih liposoma u komercijalnim serijama zahtjevan je posao bududi da se radi
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Metoda pripreme dvostruke emulzije pokazala se uspjeSnom prilikom prenosenja u industrijsko
mjerilo. Osim nje, moguca je i proizvodnja multivezikularnih liposoma pomocu atomizacije

rasprsivanjem (21).

Metoda pripreme dvostruke emulzije

Metoda pripreme dvostruke emulzije najrasireniji je postupak pripreme multivezikularnih liposoma,
kao i patentno zasticen proces proizvodnje formulacije multivezikularnih liposoma u industrijskom
mjerilu pod nazivom DepoFoam®. Ova tehnologija koriStena je u proizvodnji ljekovitih formulacija
multivezikularnih liposoma koje su dobile odobrenje za stavljanje u promet na podrucju Europe i

Sjedinjenih Americkih Drzava (25-28).

Metoda pripreme analogna je prvotno opisanoj u poglavlju 3.1. (Slika 10). Vodena faza i organska faza,
u kojoj su otopljene lipidne komponente, pomijesaju se u prikladnom sustavu za homogenizaciju te
formiraju primarnu V/U emulziju. Ovisno o topljivosti djelatna tvar moZe biti otopljena u vodenoj (npr.
peptidi) ili u organskoj fazi (npr. bupivakain) (27). Primarna emulzija se zatim pomijesa u prikladnom
mjesacu sa sekundarnom vodenom fazom koja sadrzi konstituense poput aminokiselina i glukoze kako
bi nastala sekundarna V/U/V emulzija. Sekundarna emulzija se moZe dodatno razrijediti nakon ¢ega
slijedi otparavanje organskog otapala radi njegovog potpunog uklanjanja. Za uklanjanje organskih
otapala moZe se koristiti veéi broj tehnika poput otparavanja rotacijskim vakuum uparivacem te
koristenja inertnih plinova. Nakon uklanjanja organskog otapala iz sekundarne emulzije, formiraju se
multivezikularni liposomi. Za uklanjanje neuklopljene djelatne tvarii lipida koji nisu usli u reakciju mogu
se koristiti tehnike poput centrifugiranja i dijafiltracije. Za ispiranje i kao konaéni medij za suspediranje
proizvedenih liposoma mogu se koristiti izotonic¢ni pufer ili fizioloSka otopina. Dijafiltracija je prikladna
tehnika u industrijskoj proizvodnji, a osim za izmjenu pufera, moZze se koristiti i za ukoncentriravanje

liposoma (21).
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Slika 10. Shematski prikaz proizvodnje multivezikularnih liposoma metodom pripreme dvostruke
emulzije. Preuzeto iz (21) uz dozvolu izdavaca Springer Nature.

Atomizacija rasprsivanjem

Ovaj nacin priprave liposoma takoder se temelji na izradi dvostruke V/U/V emulzije, medutim oslanja
se na koristenje tehnoloski naprednijeg procesa (Slika 11). Primarna emulzija, vanjska vodena faza i
inertni plin dovode se zasebnim kanalima u otvor mlaznice gdje uslijed visokog tlaka dolazi do
formiranja sferula te uklanjanja otapala u atmosferi inertnog plina. Liposomi se zatim podvrgavaju
izmjeni pufera, prilagodbi jacine doze lijeka te punjenju u spremnike. Prednost ove metode u odnosu

na konvencionalnu metodu pripreme dvostruke emulzije je bolje mijeSanje faza te brzo i ucinkovito

uklanjanje organskog otapala (21).
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Slika 11. Shematski prikaz proizvodnje multivezikularnih liposoma atomizacijom rasprsivanjem.
Preuzeto iz (21) uz dozvolu izdavaca Springer Nature.

Osiguranje sterilnosti

Formulacije multivezikularnih liposoma namijenjene su parenteralnoj primjeni. Regulatorni zahtjev je
da parenteralni pripravci namijenjeni primjeni u tijelo ¢ovjeka ili Zivotinje budu sterilni (29). Klasi¢ne
metode sterilizacije poput toplinske sterilizacije (suhim zrakom, vodenom parom), sterilizacije
etilenoksidom, UV-zradenjem ili gama-zratenjem nepovoljno utjeu na fizikalno-kemijske
karakteristike, djelotvornost te stabilnost liposoma i ne smatraju se prikladnima. Potencijalne metode

izbora jesu sterilna filtracija te provodenje izrade u aseptickim uvjetima.

Sterilna filtracija zasniva se na primjeni filtera veli¢ine pora 0,22 pum kako bi se mikroorganizmi fizicki
uklonili. Ova tehnika nije primjenjiva ukoliko veli¢ina liposoma prelazi veli¢inu pora filtera, kao $to je
to slucaj kod oligolamelarnih, multilamelarnih i multivezikularnih liposoma. Takoder, veli¢ina pora nije
dovoljno sitna za retenciju virusa i odredenih bakterija. Medutim, moZe se primijeniti za sterilizaciju

otopina organske i vodene faze koje se koriste u izradi liposoma.
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Asepticki postupak podrazumijeva proizvodniju lijeka i punjenje u primarni spremnik u prostorima klase
Cistoée A. Kako bi se sterilnost odrzala, ovaj postupak zahtijeva primjenu skupe opreme i instalacija
koje je potrebno redovito odrzavati. | u sklopu asepticke proizvodnje za sterilizaciju komponenata
liposoma koriste se filteri Ciji su nedostaci ranije opisani. S obzirom na veliki broj koraka unutar
proizvodnog procesa i rizik od slu¢ajne kontaminacije, koji je nemoguce iskljuciti praéenjem i
kontrolom proizvodnog procesa, tesko je procijeniti pouzdan stupanj osiguranja sterilnosti (engl.

Sterility Assurance Level, SAL). Osim toga ne postoji definiran bioloski indikator koji bi potvrdio

ucéinkovitost procesa (SAL < 10°®) (30).

Utjecaj proizvodnih parametara na formulaciju multivezikularnih liposoma

Kako bi se omogudila proizvodnja stabilne formulacije multivezikularnih liposoma potrebno je, osim

variranja sastavnih komponenti liposoma, optimizirati i parametare proizvodnog postupka (Tablica 5).

Temperatura ima vaznu ulogu tijekom proizvodnje multivezikularnih liposoma buduci da membrane
fosfolipida postaju savitljivije iznad temperature faznog prijelaza fosfolipida te tako lakSe formiraju
dvosloj. Medutim, primjena viSih temperatura nepoZeljna je u kasnijoj fazi proizvodnje jer moze
nepovoljno utjecati na integritet membrana. Stoga je bitno definirati odgovaraju¢u temperaturu

tijekom svake pojedine procesne faze, ali i tijekom skladiStenja gotove formulacije.

Tijekom proizvodnje multivezikularnih liposoma formiraju se brojni intermedijeri koji su stabilni
ogranic¢eno vrijeme. U skladu s time potrebno je optimizirati trajanje svakog proizvodnog koraka. Osim
toga, brojni intermedijeri osjetljivi su na agresivne uvjete proizvodnje poput smicnog naprezanja koje
se javlja uslijed primjene sile sto je posebno bitno u kasnijim fazama proizvodnog procesa jer moze

dovesti do pucanja membrana liposoma (21).

Odabir prikladne metode uklanjanja organskog otapala je od velikog znacaja tijekom proizvodnje
liposoma. Naime, otapalo se treba ukloniti u sto kracem vremenskom periodu, ali uz o¢uvanje fizicke

stabilnosti sustava. Pritom se kao metoda izbora pokazalo koristenje inertnog plina (26).
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Vaznu ulogu u uklanjanju otapala predstavljaju omjer volumena primarne emulzije i vanjske vodene
faze (u sekundarnoj emuliziji) te temperatura. Sto je veéi volumen vanjske vodene faze, organsko je
otapalo vise solubilizirano i potrebno ga je dulje uklanjati, dok je pri viSoj temperaturi brzina uklanjanja

veca (21).

Tablica 5. Popis procesnih parametara po fazama proizvodnje te utjecaj na svojstva kakvoée
formulacije (20, 28).

FAZA U PROIZVODNIJI PARAMETRI PROIZVODNIE SVOJSTVA KAKVOCE
FORMULACIJE
PRIMARNA EMULZIJA brzina mijesanja, vrijeme viskoznost, provodljivost, veli¢ina
mijeSanja, temperatura, brzina kapljica, omjer organske i
kojom se vodena i organska faza unutarnje vodene faze, morfologija
dovode u homogenizator unutarnjih odjeljaka, uspjesnost
uklapanja
SEKUNDARNA brzina mijesanja, vrijeme veli¢ina kapljica, distribucija
EMULZIJA mijesSanja, promjer i dizajn rotora, | veli¢ine kapljica, morfologija
temperatura, volumen vanjske multivezikularnih vezikula
vodene faze
UKLANJANIJE brzina protoka plina, pjenjenje, ucinkovitost uklanjanja otapala,
ORGANSKOG OTAPALA | temperatura, vrijeme brzina uklanjanja otapala
MIKROFILTRACHA ILI brzina protoka, maseni protok svojstva vanjske vodene faze,
CENTRIFUGIRANJE kod recirkulacije, volumen uspjesnost uklapanja, morfologija
izmjene pufera, brzina
centrifugiranja, temperatura
UKUPNI PROCES kakvoca polaznih tvari (npr. veli¢ina Cestica, ukupno
fosfolipida, neutralnog lipida, iskoristenje, stabilnost formulacije,
djelatne tvari) profil oslobadanja lijeka (in vitro i
in vivo)

Karakterizacija formulacije lijeka

Kriticna svojstva kakvoce formulacije liposoma mogu imati znacajan utjecaj na farmakokineticka i
farmakodinamicka svojstva lijeka in vivo. Kako bi proizvodnja kompleksnog sustava multivezikularnih
liposoma rezultirala lijekom koji ¢e dobiti odobrenje za stavljanje u promet, potrebno je definirati

relevantne fizikalno-kemijske karakteristike. One ukljucuju:

- temeljitu karakterizaciju lipidnih komponenata (opis, izvor, sadrZaj, nacin proizvodnje, profil
oneciséenja, izomere, stabilnost),

- kakvocu, Cistocu i stabilnost drugih pomocnih tvari,
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- identifikaciju i kontrolu klju¢nih intermedijera u proizvodniji,

- postavljanje prihvatljivog raspona omjera djelatne tvari i lipidnih komponenata u relevantnim
koracima proizvodnje,

- morfologiju liposoma, srednji promjer i distribuciju veli¢ine Cestica, agregate,

- frakciju uklopljene djelatne tvari (ukupna koli¢ina djelatne tvari umanjena za kolicinu
neuklopljene djelatne tvari),

- stabilnost djelatne tvari, lipida i funkcionalnih pomo¢nih tvari u gotovom lijeku uz kvantifikaciju
kriti¢nih razgradnih produkata (npr. oksidirane ili hidrolizirane skupine),

- profil oslobadanja djelatne tvari u relevantnim medijima,

- pracenje stabilnosti formulacije lijeka,

- robusnost procesa rekonstitucije ukoliko se lijek priprema ex tempore.

Kriticnim korakom smatra se odredivanje kakvoce i Cistoée polaznih sirovina lipida bududi da su

presudni za kakvocu gotove formulacije lijeka (31).

Ekstenzivna karakterizacija podrazumijeva razvoj velikog broja analitickih metoda (Slika 12). S obzirom
na varijabilnost sastavnica formulacija liposoma, razvoj robusnih, standardiziranih metoda primjenjivih
na Siroki spektar formulacija je prilicno izazovan. Posljedi¢no se razvijaju metode specificne za
odredene formulacije. Takav pristup dovodi do rezultata upitne kvalitete i usporedivosti medu
razli¢itim formulacijama, a to u konacénosti rezultira otezanom komercijalizacijom lijekova buduci da
regulatorni zahtjevi nisu dovoljno jasni. Regulatorna tijela Sjedinjenih Americkih DrZava i Japana izdala
su smjernice koje se odnose na proizvodnju formulacija liposoma, dok je Europska agencija za lijekove
izdala dokument koji se odnosi na dokumentaciju koju je potrebno priloziti prilikom registracije
formulacije liposoma namijenjene intravenskoj primjeni u odnosu na originalnu formulaciju istog puta
primjene. Ovi dokumenti sluze kao opcenite smjernice, ne pruzaju informacije o specificnim metodama
potrebnim za karakterizaciju odredene vrste liposoma te su stoga prikladniji za jednostavnije

formulacije liposomskih lijekova baziranih na unilameralnim liposomima. Osim nedostatka
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standardiziranih metoda za procjenu brojnih kriticnih svojstava kakvocée, problem predstavlja i

nepostojanje referentnih standarda liposoma (5, 31-33).

- TEKUCINSKA KROMATOGRAFUA VISOKE
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Slika 12. Primjeri tehnika koristenih u karakterizaciji formulacija multivezikularnih liposoma. Slika
izradena prema podacima iz (5, 21).

3.5.STABILNOST MULTIVEZIKULARNIH LIPOSOMA

Uklapanjem termoosjetljivih djelatnih tvari u sustave poput nanoliposoma, kratkoro¢no se poboljsala
njihova stabilnost. Literaturni podaci navode da je DepoFoam® formulacija stabilna u periodu od

nekoliko mjeseci do nekoliko godina ukoliko se ¢uva na temperaturi od 4 °C (34).

Kako bi se ispitala mogucnost dugotrajne pohrane formulacije, provedena su ispitivanja fizicke

stabilnosti multivezikularnih liposoma s uklopljenim citarabinom nakon postupka smrzavanja-taljenja
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te liofilizacije formulacije. Kao lioprotektivno sredstvo koristen je disaharid trehaloza, za koju je
utvrdeno je da pokazuje najbolji u¢inak ukoliko se priredi izotoni¢na otopina jednakih koncentracija (9
%) u vanjskoj i unutarnjoj vodenoj fazi, Sto se moze pripisati zadovoljavajucoj interakciji s molekulama
fosfolipida i smanjenom istjecanju djelatne tvari zbog smanjenog osmotskog gradijenta. Buduci da je
poznato da sastav formulacije najveéim dijelom utjece na ucinkovitost lioprotektivnih komponenata te
retenciju uklopljene djelatne tvari (omjer izmjerene uspjesnosti uklapanja nakon i prije smrzavanja-
taljenja/liofilizacije), izradeni su liposomi s tri razli¢ite vrste fosfolipida: dipalmitoilfosfatidilkolinom
(DPPC), fofsatidilkolinom iz Zutanjka jajeta (EPC) ili DOPC-om. Najlosije o¢uvanje uklopljenog citarabina
zabiljezeno je kod DOPC formulacije Sto je objasnjeno najlosijim interakcijama s molekulama trehaloze
te nizom temperaturom faznog prijelaza DOPC-a. Takoder je uoceno da je triolein kao trigliceridna
komponenta imao bolji protektivni u¢inak od srednjelancanih triglicerida zbog jacih van der Waalsovih
interakcija sa slojevima fosfolipida. Uoceno je smanjenje veli¢ine svih vrsta liposoma nakon
provedenog procesa smrzavanja-taljenja, odnosno liofilizacije, Sto se mozZe pripisati odvajanju
triglicerida od fosfolipida prilikom formiranja kristala leda i rupture membrane vezikula tijekom
smrzavanja. Medutim, nakon rehidratacije zabiljeZeno je djelomi¢no ocuvanje sposobnosti
kontroliranog oslobadanja iz liposoma koje vjerojatno potice od manjih liposoma koji su uspjeli o¢uvati

strukturu (35).

3.6.FORMULACIJE LIJEKOVA U PRETKLINICKIM ISPITIVANJIMA

Peptidni lijekovi

Terapijski peptidi posebna su vrsta djelatnih tvari koje se sastoje od uredenog slijeda aminokiselina te
ih karakterizira velika molekulska masa od 500 Da do 5000 Da. Posljednjih je desetak godina zabiljezen
porast broja peptidnih lijekova koje odlikuje veéa terapijska ucinkovitost u odnosu na kemijske lijekove

niske molekulske mase, ali i slabija stabilnost u fizioloSkim uvjetima (36). Kako bi im se povecala
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stabilnost, istraZzivane su formulacije multivezikularnih liposoma s uklopljenim peptidnim tvarima

poput leridistima, inzulinu slicnog faktora rasta 1 (IGF-1) i leuprorelina (21).

Liraglutid je jedna od naprednijih djelatnih tvari koja se primjenjuje u lijeCenju poremedaja
metabolizma glukoze te u ublazavanju komplikacija uzrokovanih Seéernom boleséu. Bududéi da je
dijabetes dozZivotna bolest te je primjena antidijabetika svakodnevna, jedan od ciljeva novih
formulacija je smanjenje frekvencije doziranja. S obzirom na to da je liraglutid hidrofilna tvar, metodom
pripreme dvostruke emulzije uspjesno je uklopljen (82 %) u multivezikularne liposome srednjeg
promjera 6,69 um. Djelotvornost supkutano primjenjene formulacije ispitivala se na Stakorima, a kao
kontrola je koriStena otopina neuklopljenog liraglutida. Utvrdeno je da je ucinak snizavanja razine
glukoze trajao ¢ak 144 sata nakon primjene samo jedne doze inovativne formulacije lijeka, dok je u
slucaju otopine liraglutida ucinak trajao 30 sati. Kako bi se vizualiziralo njihovo zadrzavanje na mjestu
primjene nakon in vivo aplikacije, pripremljeni su fluorescentno oznaceni liposomi. Rezultati prikazani
Slikom 13 ukazuju na postepen pad intenziteta fluorescencije nakon jednokratne primjene doze lijeka

(37).
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Slika 13. Dinamicko pracenje fluorescentno oznacenih multivezikularnih liposoma s uklopljenim
liraglutidom nakon jednokratne primjene u Stakora. Valne duljine pobudivanja i emisije fluorescentnog
markera iznosile su 730 i 790 nm. Preuzeto iz (37) i prilagodeno hrvatskom jeziku uz dozvolu izdavaca
Taylor & Francis.

i A&

27



Uklapanjem rekombinantnog humanog epidermalnog faktora rasta u multivezikularne liposome
ispitivane su mogucénosti njegove peroralne primjene. Liposomi su pripremljeni metodom dvostruke
emulzije te su provedena ispitivanja stabilnosti liposoma (u medijima kiselog i neutralnog pH) i zastite
djelatne tvari od enzimske razgradnje. Priblizno 50 % neuklopljenog peptida razgradeno je u vodenoj
otopini unutar 60 minuta naspram 10 % uklopljenog peptida u istom vremenskom periodu. Pomocu
Caco-2 stanica ispitivala se i moguénost transepitelnog transporta peptida primjenom
multivezikularnih liposoma. Utvrdeno je da uklopljeni peptid pokazuje povedanu permeabilnost u
odnosu na neuklopljeni. Ispitivanjem ucinka zacijeljivanja akutnih ¢ireva na Zelucu Stakora, mjerenjem
duljine ulceroznog tkiva nakon peroralne primjene, uocen je dvostruko bolji u¢inak uklopljenog peptida

u odnosu na neuklopljeni peptid (38).

PoboljSana stabilnost i produljeni terapijski ucinak nakon peroralne primjene, postignuti su i
uklapanjem peptidnog inhibitora angiotenzin konvertiraju¢eg enzima 1 u negativho nabijene
multivezikularne liposome promjera 45 — 55 um. Provedena in vitro ispitivanja ukazuju na kotrolirano
oslobadanje djelatne tvari uz izostanak pocetnog naglog oslobadanja te snazan utjecaj koncentracija
kolesterola i trioleina na profil oslobadanja. Brie oslobadanje peptida uoceno je pri nizim

koncentracijama kolesterola te viSim koncentracijama trioleina u formulaciji (Slika 14) (23).
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Slika 14. Oslobadanje rekombinantnog humanog epidermalnog faktora rasta iz formulacije
multivezikularnih liposoma ovisno o razli¢itim koncentracijama kolesterola i trioleina u formulaciji.
Preuzeto iz (23) i prilagodeno hrvatskom jeziku na temelju otvorenog pristupa pod uvjetima Creative
Commons CC BY licence.

Nazalnim putem primjene ispitivana je mogucnost transmukozne dostave inzulina uklopljenog u
multivezikularne liposome obloZene mukoadhezivnim polimerima, kitozanom i karbopolom. Inzulin se
iz takvih formulacija liposoma oslobadao tijekom 7 - 9 dana za razliku od konvencionalnih liposoma (24
sata). Nakon nazalne primjene (Stakori) utvrdeno je da formulacija liposoma s kitozanom ucinkovito
snizuje razinu glukoze u plazmi (za 35 % tijekom dva dana), u odnosu na formulaciju multivezikularnih
liposoma bez kitozana (smanjenje za 32 % nakon 12 sati) i formulaciju konvencionalnih liposoma
(smanjenje za 34 % nakon 8 sati). Sli¢ni rezultati postignuti su i s formulacijom multivezikularnih

liposoma obloZenih karbopolom (39).

Konvencionalno lije€enje inzulinom mozZe rezultirati primjenom previsokih doza koje rezultiraju
neadekvatnom kontrolom razine glukoze u krvi. Buduci da glukoza-oksidaza katalizira brzu konverziju
glukoze u glukonsku kiselinu i vodikov peroksid, Liu i suradnici (2021.) su pripravili multivezikularne
liposome s inzulinom osjetljive na glukozu, pri ¢emu je osobadanje kontrolirano razinom glukoze u
okolini. U membrani liposoma uklopljeni su distearoilfosfatidiletanolamin (DSPE) i 3-fluoro-4-
oktiloksikarbonilfenilboronska kiselina (FOP) koja pospjesuje zasi¢enje povrsine liposoma glukozom. U

vodenu fazu, osim inzulina, uklopljeni su enzimi glukoza-oksidaza i katalaza koja doprinosi reakciji
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razgradnje glukoze razgradnjom vodikova peroksida na kisik i vodu. Uspjesnost uklapanja svih peptida
u liposome promjera 55 pm se kretala izmedu 40 % i 50 %. Utvrdeno je da lokalnim povisenjem
koncentracije glukoze oko membrane liposoma, dolazi do katalize razgradnje in situ posredstvom
glukoza-oksidaze te formiranja glukonske kiseline i vodikovog peroksida, zbog ¢ega dolazi do pada pH
te povisenja lokalne koncentracije vodikova peroksida. Slijedi protonacija DSPE-a u membrani
liposoma i peroksidacija lipida vodikovim peroksidom S$to vodi do destrukcije vanjske membrane
liposoma te oslobadanja inzulina. Unutarnja struktura liposoma pritom ostaje sauvana te je potrebna
ponovna promjena lokalnih uvjeta kako bi doslo do oslobadanja djelatne tvari. In vitro ispitivanjem u
otopinama glukoze koncentracija 100 mg/dl i 400 mg/dl utvrdeno je oslobadanje od 29 % i 39 %
inzulina tijekom 5 sati, odnosno 48 % i 92 % inzulina tijekom 20 sati. Hipoglikemijski uc¢inak formulacije
in vivo je potvrden ispitivanjem na Stakorima s induciranim dijabetesom, dok je biokompatibilnost

sustava potvrdena MTT testom na kulturi Hela stanica (40).

Antimikrobni lijekovi

Grayson i sur. (1993.) su ispitivali terapijske mogucnosti multivezikularnih liposoma s gentamicinom
(promjer 15 — 35 um), pripravljenih iz DOPC-a, DPPG-a, kolesterola i trioleina. U sklopu in vivo
ispitivanja, miSevima su supkutno primijenjene inovativna formulacija ili formulacija neuklopljenog
gentamicina. Tkivo oko mjesta primjene se uklanjalo u odredenim vremenskim intervalima tijekom
perioda od 5 dana. Utvrdeno je da je gentamicin iz formulacije s multivezikularnim liposomima bio
prisutan u tkivu i 5 dana nakon primjene formulacije, dok su razine neuklopljenog gentamicina bile
jedva prisutne u tkivu 6 sati nakon primjene formulacije. Ispitivanje mikrobioloske aktivnosti
provedeno je na kulturi bakterija Staphylococcus aureus. Pokazano je da, ukoliko se uklopljeni
gentamicin profilakticki primijeni 48 sati ranije na mjesto bakterijske inokulacije, dolazi do
Cetverostrukog log smanjenja CFU po gramu tkiva u usporedbi s kontrolom (voda). Neuklopljeni

gentamicin i liposomi bez uklopljenog lijeka, pod istim uvjetima, nisu pokazali smanjenje CFU (41).
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Standardno lijeCenje sistemskim antibioticima uspjesno je kod nekompliciranih infekcija. Medutim, u
odredenim slucajevima, poput slabe prokrvljenosti tkiva ili snazne adherencije bakterija uslijed
prisutnosti stranog tijela, ovakva terapija nerijetko je neucinkovita. Kako bi se osigurale visoke lokalne
koncentracije antibiotika na mjestu infekcije, uzrokovane prisutnim stranim tijelom, Roehrborn i sur.
(1995.) su pripravili multivezikularne liposome s amikacinsulfatom. MiSevima su supkutano
implantirane teflonske cijevi te je lokalno, nakon 3 dana, inokulirana suspenzija bakterija S. aureus.
Nakon inokulacije, dio Zivotinja nije lijecen, a pojedinim skupinama su lokalno aplicirane injekcije
uklopljenog amikacinsulfata, neuklopljenog amikacinsulfata i liposoma bez uklopljene djelatne tvari.
Nakon 10 dana Zivotinje su Zrtvovane te je izmjeren broj inficiranih teflonskih cijevi i log CFU u tkivu
rane. Lokalno i sistemsko lije¢enje neuklopljenim amikacinsulfatom nije imalo ucinka, dok je primjena
liposomske formulacije rezultirala znacajnim smanjenjem broja inficiranih teflonskih cijevi s 86 % na

25 %, a log CFU po gramu tkiva se smanjio s 4,8 na 1,3 (42).

Antitumorski lijekovi

Lije€enje tumora je jedan od najvecih izazova u kontekstu globalnog zdravstva, a svake godine raste
broj bolesnika kojima je dijagnosticirana neka vrsta tumora. Naj¢esée se primjenjuje kemoterapija
citotoksi¢nim lijekovima koji ispoljavaju djelovanje u specifi¢noj fazi stani¢nog ciklusa. Medutim, veliki
broj ovih lijekova karakterizira kratko vrijeme polueliminacije. Zbog toga je potrebno cesce

primjenjivati lijek ¢cime se povecéava ucestalost neZeljenih nuspojava.

Multivezikularni liposomi predstavljaju potencijalnu platformu za dostavu upravo ove skupine lijekova.
Oni omogucuju produljeno oslobadanje djelatne tvari uz dulje odrzavanje terapijske koncentracije $to

posljedi¢no smanjuje frekvenciju doziranja i pojavnost nuspojava (19).

Najvedi broj pretklini¢kih ispitivanja antitumorskih lijekova uklopljenih u multivezikularne liposome
obuhvaca supkutani put primjene. U multivezikularne liposome, namijenjene ovom putu primjene,

uklapani su hidroksikamptotecin, cisplatin, metotreksat i bleomicinsulfat (19). Hidroksikamptotecin je
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tvar slabo topljiva u vodi sto je jedna od glavnih prepreka njegove klinicke primjene. Primjenjuje se u
obliku nestabilnog karboksilata Sto rezultira iznimno kratkim vremenom polueliminacije u plazmi od 5
minuta te potencijalno nepredvidivim nuspojavama. Osim toga, djelovanje hidroksikamptotecina ovisi
o fazi stani¢nog ciklusa. Uklapanjem u multivezikularne liposome mogla bi se poboljsati njegova
stabilnost te produljiti vrijeme zadrZzavanja u cirkulaciji. Metodom priprave dvostruke emulzije
kompleks hidoksikamptotecina i fosfolipida je uspjesno uklopljen (90 %) u multivezikularne liposome
promjera 9 um. In vivo ispitivanjem na Stakorima potvrdeno je postepeno oslobadanje

hidroksikamptotecina tijekom perioda od 6 dana (43).

Xiao i sur. (2004.) su ispitivali antitumorski ucinak cisplatina uklopljenog u multivezikularne liposome
(17 um). Misevima, kojima su prethodno supkutano inokulirane S180 stanice tumora, aplicirana je
formulacija uklopljenog cisplatina ili otopina cisplatina (kontrola). Zivotinje su ?rtvovane u odredenim
vremenskim intervalima te se mjerila koncentracija cisplatina u tumoru i raznim tkivima. Utvrdeno je
produljeno zadrzavanje cisplatina u plazmi (48 sati) i njegovo znacajnije nakupljanje u tumoru, jetri i
slezeni, odnosno organima mononuklearnog fagocitnog sustava u odnosu na otopinu cisplatina, sto je

rezultiralo ve¢om ucinkovitosti u smislu smanjenja volumena tumora (44).

Ispitivanje ucinkovitosti supkutano primijenjenih multivezikularnih liposoma s metotreksatom
provedeno na miSevima, kojima je prethodno injicirana kultura stanica leukemije L1210, pokazalo je
produljenje vremena polueliminacije s 0,53 sata na 100 sati uz poveéanje potentnosti lijeka 130 puta
(u odnosu na neuklopljeni metotreksat). Srednja smrtonosna doza, LDso, smanjila se 110 puta zbog

Cega nije doslo do znacajne promjene u terapijskom indeksu (45).

Pozitivni ishodi u lije€enju melanoma na animalnom modelu (miSevi) potvrdena je i s
bleomicinsulfatom uklopljenim (77 %) u multivezikularne liposome (19 um). Osim produljenog
vremenom polueliminacije (32 sata), postignuta je jaca inhibicija rasta tumora u usporedbi s otopinom

bleomicinsulfata (46).
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Osim supkutane primjene, multivezikularni liposomi su Cesto ispitivani za intratekalnu primjenu. Kim i
suradnici (1987.) su ispitivali terapijske mogucnosti 1-B-D-arabinofuranozilcitozina uklopljenog u
multivezikularne liposome. Testiranja provedena na Stakorima su pokazala poboljSanje terapijskog
indeksa zbog smanjenih vrsnih koncentracija djelatne tvari te znadajno produljenje vremena

oslobadanja (t12 = 148 sati) u odnosu na neuklopljenu djelatnu tvar (ti2 = 2,7 sata) (19, 47).

Produljeno oslobadanje citarabina iz multivezikularnih liposoma dokazano je u sklopu in vivo ispitivanja
na kuni¢ima nakon supkonjunktivalne primjene formulacije kao potporne terapije kirurSkom lijecenju
glaukoma. Terapija obi¢no zahtijeva dnevnu primjenu fluorouracila supkonjunktivalno sto je neugodno
i povecava rizik od razvoja infekcije. Citarabin je stoga odabran kao potentniji antimetabolit u odnosu
na fluorouracil. Kuni¢éima je supkonjunktivalno aplicirana inovativnha formulacija, a vrijeme
polueliminacije citarabina iznosilo je 52,5 sati, za razliku od otopine citarabina (0,2 sata). U odredenim
vremenskim intervalima prikupljana je suzna tekuéina te je u njoj i ocnom tkivu koncentracija
neuklopljenog lijeka bila manja od 1 % nakon 8 sati, dok je nakon primjene liposoma koncentracija

citarabina u konjunktivi i episkleralnom tkivu iznosila gotovo 30 % nakon 72 sata (48).

Koristenje 5-fluorouracila povecéava uspjesan ishod trabekulektomije, ali zahtijeva ¢estu primjenu lijeka
u obliku supkonjunktivalnih injekcija. Kako bi smanijili ucestalost doziranja lijeka, Skuta i suradnici
(1987.) su uklopili fluorouridin-5'-monofosfat, potentni metabolit 5-fluorouracila, u multivezikularne
liposome, te ispitali njihovu ucinkovitost na primatima (vrsta no¢ni majmuni). Nakon sklerektomije,
Zivotinjama je supkonjunktivalno injicirana formulacija liposoma s 4 mg djelatne tvari u jedno oko, a
fizioloSka otopina (kontrola), u drugo oko. Odreden broj Zivotinja primio je tijekom narednih dana
dodatne injekcije lijeka s 3 mg djelatne tvari. Utvrdeno je da bi primjena formulacije liposoma mogla
odgoditi formiranje fibroznog tkiva koje se stvara nakon operacije; medutim, u jedne Zivotnje je uocena
sistemska toksi¢nost, a u druge teska kornealna komplikacija, za koje autori pretpostavljaju da bi se
mogle izbjedi koriStenjem niZih doza djelatne tvari (49). Osim supkonjunktivalnog puta primjene,

potencijal produljenog djelovanja uklopljenog 5-fluorouridin-5'-monofosfata ispitan je i intravitrealno
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na kuni¢ima gdje je zabiljeZeno produljenje vremena polueliminacije od 28 puta u odnosu na

neuklopljenu djelatnu tvar (50).

Kolorekatalni tumor spada u skupinu agresivnih tumora ¢ije metastaziranje u peritonealnu Supljinu
uglavnom zavrsava smrtnim ishodom. Sistemska kemoterapija u takvom slucaju pokazuje nisku
ucinkovitost, a kao jedna od terapijskih moguénosti navodi se citoreduktivna operacija nakon koje
slijedi intraperitonealna kemoterapija koriStenjem oksaliplatina. Nazalost, kratko vrijeme
polueliminacije ove djelatne tvari otezava njezinu klinicku primjenu. Uklapanjem oksaliplatina u
multivezikularne liposome ispitala se moguénost postizanja produljenog terapijskog ucinka. Provedena
je optimizacija formulacije variranjem (fosfo)lipidnih sastavnica i njihovih omjera.
Distearoilfosfatidilglicerol (DSPG) se pokazao kljuénim za povecano uklapanje oksaliplatina (90 %).
Osim produljenog oslobadanja (5 dana), znadajno su porasli bioraspoloZivost i vrijeme zadrzavanja u

plazmi u odnosu na neuklopljeni oksaliplatin (51).

Kako bi se povecala stabilnost leuprorelina, peptidne djelatne tvari koja se koristi u lijeCenju tumora
vezanih za reproduktivni sustav, pripravljeni su multivezikularni liposomi. Primjenom samo jedne

intramuskularne injekcije (Stakori) doslo je do supresije razina testosterona, ciji je ucinak trajao mjesec

dana (52, 53).

Ucinkovitost multifunkcionalnih multivezikularnih liposoma u lijecenju tumora jetre transarterijskom
kemoembolizacijom utvrdena je u ispitivanju na kuni¢ima s induciranim VX2 tumorom jetre. U
liposome pripravljene metodom dvostruke emulzije su uklopljeni ioversol (kontrastno sredstvo) i
doksorubicin u obliku doksorubicinklorida. Optimizacijom proizvodnog postupka pripravljeni su
liposomi promjera 20 - 30 um te 50 - 60 um, a embolizacijski u¢inak se postigao variranjem lipidnih
sastavnica formulacije lijeka. Hidrofobne tvari, posebno kolesterol i triolein, koristene su u visokoj
koncentraciji kako bi se priredili stabilni liposomi ¢vrs¢ih membrana. Rigidnost fosfolipidnih dvoslojeva
postignuta je koriStenjem hidrogeniranog sojinog fosfatidilkolina (HSPC) koji za razliku od DOPC-a ima

viSu temperaturu faznog prijelaza (55 °C). Uspjesnost uklapanja ioversola iznosila je oko 73 %, dok je
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uklopljenost doksorubicinklorida iznosila gotovo 99 %. Primije¢eno je da s porastom koncentracije
doksorubicinklorida opada stabilnost liposoma, $to moze biti posljedica utjecaja visoke koncentracije
iona na fosfolipidni dvosloj. Status tumora, implementiranog u desni rezanj jetre kunica, pratio se
pomoc¢u magnetske rezonancije (MR) i kompjutorizirane tomografije (CT). Kuniéi su podijeljeni u tri
skupine od kojih je jedna primala formulaciju manjih liposoma, druga formulaciju vecih liposoma, a
treca skupina 0,9 % otopinu natrijevog klorida. Formulacije, odnosno fizoloska otopina, aplicirani su u

lijevu jetrenu arteriju koja opskrbljuje tumor krvlju (Slika 15).

Slika 15. Shematski prikaz vaskularne okluzije multivezikularnim liposomima. Liposomi su nakon
primjene u arteriju koja hrani tumor noSeni tokom krvi u sustav Zila unutar tumora. Zbog sfericnog
oblika, stabilne strukture i dobre fluidnosti, okluzija liposomima je preciznija u odnosu na okluziju
Cesticama nesfericnog, nepravilnog oblika. Preuzeto iz (54) na temelju otvorenog pristupa pod
uvjetima Creative Commons CC BY licence.

Angiografijom je utvrdena retencija liposoma u tkivu tumora. Stupanj embolizacije izvan ciljnog mjesta
bio je nizi kod liposoma veli¢ine 50 — 60 um u odnosu na liposome veli¢ine 20 —30 pm. Volumen tumora
se u skupini Zivotinja koje su primile formulacije liposoma znacajno smanjio u odnosu na netretirane
Zivotinje, pri ¢emu nije bilo znacajne razlike u smanjenju volumena tumora izmedu skupina koje su

primile formulaciju vecih, odnosno manjih liposoma (54).
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Ostali lijekovi

Pored ranije spomenutih puteva primjene, ispitivana je moguénost topikalne primjene uklopljenih
hidrofilnih djelatnih tvari, odnosno njihove dostave u dublje slojeve koZe olakSavanjem penetracije

kroz epidermis.

Fotodinamicka terapija jest posebna vrsta terapije koja se primjenjuje u lijeCenju kanceroznih i
nekanceroznih bolesti koZe. Podrazumijeva primjenu fotosenzibilizatora koji se nakupljaju u ciljnim
stanicama te aktiviraju vidljivim svjetlom nakon ¢ega dolazi do formiranja reaktivnih intermedijera
(radikala) koji unistavaju ciljne stanice. Bengalska ruZa (engl. rose bengal) jest potentni
fotosenzibilizator Cija je klinicka primjena ograni¢ena slabom topljivos¢u u lipidima i posljediénom
nemogucnosc¢u prolaska kroz bioloske membrane. Kako bi se poboljSala permeabilnost ove tvari,
koristena je formulacija multivezikularnih liposoma. Variranjem (fosfo)lipidnog sastava (fosfatidilkolin
ili DPPC, kolesterol, tripalmitin) optimiziran je sastav liposoma u pogledu veli¢ine (2 — 4 um),
uspjesnosti uklapanja te profila oslobadanja djelatne tvari. Najve¢a uspjesnost uklapanja od 79 %
postignuta je s formulacijom koja je sadrzavala DPPC, kolesterol i tripalmitin u omjeru 1 : 0,7 : 0,1.
Oslobadanje uklopljene djelatne tvari bilo je gotovo 2,5 puta brZze nego kod drugih formulacija, a
usporeno je uklapanjem liposoma u gel karboksimetilceluloze. Penetracija bengalske ruze u kozu iz
ovih formulacija ispitivala se topikalnom primjenom na albino miSevima. 15 - 30 minuta nakon
nanosenja gela na obrijano podrucje koZe, slijedilo je Zrtvovanje polovice Zivotinja iz svake skupine te
izrezivanje uzorka koZe. Druga polovica Zivotinja osvjetljivana je 10 minuta sa svjetlosti valne duljine
550 nm. Te Zivotinje su zatim Zrtvovane i uzorci koZe su uzeti i tretirani bojanjem s hematoksilin-
eozinom. Histoloskom analizom potvrdena je bolja penetracija fotosenzibilizatora u dublje slojeve koze

kad je primijenjena formulacija multivezikularnih liposoma (55).

Injekcije steroidnih lijekova koriste se u lijeCenju naglog senzorineuralnog gubitka sluha. Medutim,
njihova klinicka primjena ogranicena je specificnom anatomijom uha koja otezava lokalno zadrzavanje

formulacije na mjestu djelovanja. Kako bi se doskocilo tom problemu, deksametazonnatrijfosfat je
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uklopljen u multivezikularne liposome, umijesane u termosenzitivni gel. Srednji promjer liposoma
iznosio je 14,7 um s uspjesnosti uklapanja oko 50 %. In vitro ispitivanja su pokazala produljeno
oslobadanje deksametazona tijekom 7 dana. Formulacija liposoma u gelu je potom aplicirana u jedno
uho (bubnijiste) zamorcima, prethodno izloZzenim velikoj buci kako bi se izazvalo osteéenje sluha, dok
je u drugo uho (bubnjiste) aplicirana fizioloska otopina (kontrola). Ispitivanje je pokazalo produljeno
zadrzavanje deksametazona u perifernoj limfi (5 - 7 dana), pri ¢emu nisu zabiljezene znacajne

nuspojave lijeka (56).

Promjene u tlakovima tjelesnih tekuéina mogu igrati znacajnu ulogu u nastanku akutnog visinskog
edema pluda. U takvim situacijama potrebno je brzo lijecenje kako bi se sprijecio fatalni ishod. U tu
svrhu razvijena je formulacija multivezikularnih liposoma osjetljvih na tlak. Kao djelatna tvar odabran
je amlodipinbesilat, blokator kalcijevih kanala. Selektivnom inhibicijom ulaska iona kalcija u glatke
misice Zila, almodipinbesilat uzrokuje dilataciju plucnih Zila i snizuje naglo povisen plucni arterijski tlak
(normalni tlak < 25 mmHg), koji je jedan od glavnih faktora smrtnosti kod akutnog visinskog edema
pluc¢a. Osnovu liposoma cinili su DEPC, DPPG, kolesterol i trikaprilin. Koncentracija trikaprilina bila je
odgovorna za osjetljivost liposoma na tlak. Tako je u liposomima neosjetljivim na tlak koncentracija
trikaprilina iznosila 4,8 mg/ml, a kod liposoma osjetljivih na tlak 1,2 mg/ml. Neovisno o sastavu,
prosjecna veli€ina liposoma kretala se oko 27 um, dok je zeta potencijal iznosio - 35 mV. Osjetljivost
liposoma na tlak ispitivala se promjenama u veli¢ini i morfologiji liposoma. Primjena tlaka > 25 mmHg
rezultirala je brzim ostecenjem liposoma osjetljivih na tlak, dok su neosjetljivi liposomi ostali stabilni
izmedu 25 mmHg i 55 mmHg. Dodatno je in vitro ispitivanjima na umjetnom modelu tkiva (gel kalcijeva
alginata), utvrdeno da uslijed povisenog tlaka dolazi do brzog oslobadanja djelatne tvari iz liposoma
osjetljivih na tlak. Kako bi se ispitao polozaj lipidnih komponenata u liposomu, koristene su Raman
konfokalna mikroskopija i diferencijalna pretrazna kalorimetrija. ZabiljeZen je gubitak specificnih regija
trikaprilina te smanjena debljina fosfolipidnog dvosloja (20 nm). Kultura humanih vaskularnih
endotelnih stanica (HUVEC) koriStena je za ispitivanje citotoksi¢nosti, a kultura humanih stanica

arterijskog glatkog misica (HUASMC) za pracenje internalizacije liposoma u stanice, kvantifikaciju
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intracelularnog kalcija te ispitivanja kontraktilnosti stanica. Rezultati provedenih ispitivanja pokazali su
da su liposomi s almodipinbesilatom netoksi¢ni, ne mijenjaju protok krvi u ve¢im zZilama pluc¢a te da se
koncentriraju u plu¢ima i sporo oslobadaju djelatnu tvar pri normalnom tlaku, sto ima profilakticki
ucinak prije nego se razvije akutni visinski edem pluéa. Uslijed povisenja plu¢nog arterijskog tlaka,
dolazi do naglog oslobadanja amlodipinbesilata. Posljedi¢cno dolazi do uspjesSnijeg usporavanja
progresije akutnog visinskog plu¢nog edema u odnosu na formulaciju gdje je djelatna tvar uklopljena

u liposome koji nisu osjetljivi na tlak (57).

3.7.FORMULACIJE LIJEKOVA U KLINICKIM ISPITIVANJIMA

Traneksamatna kiselina jest djelatna tvar iz skupine antihemoragika koja postize antihemoragicni
ucinak inhibirajudi fibrinoliticka svojstva plazmina. Primjenjuje se kod prevencije i lijecenja krvarenja
koje se moze javiti prilikom razli¢itih operativnih zahvata (58). Odobrene formulacije traneksamatne
kiseline postizu ucinak u trajanju od nekoliko sati, dok rizik od krvarenja moze potrajati do dva ili tri
dana nakon operacije. S obzirom na navedeno, formulacija multivezikularnih liposoma pod nazivom
DepoTXA®, s uklopljenom traneksamatnom kiselinom, dobila je odobrenje za klini¢ko ispitivanje kod
zahvata ugradnje totalne proteze koljena (59). Prednost ispitivane formulacije je jednokratna lokalna
primjena uz postepeno oslobadanje uklopljene djelatne tvari i odrzavanje terapijske koncentracije kroz
dulji period u usporedbi s konvencionalnim oblikom, a sama formulacija je sigurna i podnosljiva za
bolesnika. Proizvodac lijeka je tvrtka Pacira Pharmaceuticals, Inc. Ispitivanje je zapocelo 2016. godine,

no prekinuto je 2017. godine zbog malog broja ispitanika (59, 60).

Zahtjev za klinickim ispitivanjem meloksikama, uklopljenog u formulaciju multivezikularnih liposoma,
tvrtka Pacira Pharmaceuticals, Inc. predala je 2017. godine. Radi se o nesteroidnom protuupalnom
lijeku namijenjenom lijeCenju umjerene do jake boli uklopljenom u multivezikularne liposome
sastavljene od DEPC-a, DPPG-a, kolesterola i trikaprilina (21, 61). Formulacija lijeka namijenjena je
jednokratnoj lokalnoj primjeni s ciljem ostvarivanja produljenog terapijskog ucinka te ublazavanja boli

pri nizZim koncentracijama u odnosu na nesteroidne protuupalne lijekove sa sistemskim ucinkom. Za
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njih je poznato da uzrokuju gastrointestinalne nuspojave ovisne o dozi, a trenutno odobrene
formulacije meloksikama namijenjene su peroralnoj primjeni. Poletak klini¢kih ispitivanja bio je
planiran za 2018. godinu; medutim, trenutno nema objavljenih podataka o statusu i rezultatima

ispitivanja (61).

3.8.ODOBRENE FORMULACIJE LJEKOVA

DepoCyte®

Citarabin je hidrofilna antitumorska djelatna tvar koja djeluje u fazi replikacije stani¢ne DNA. Zbog toga
je njegovo produljeno zadrzavanje u okolini stanice tumora od velikog znacaja za uspjeh terapije (62).
Nuspojave koje se mogu javiti prilikom primjene citarabina uklju¢uju mijelosupresiju i neurotoksi¢nost,
a njihova incidencija moze se smanijiti ukoliko se izbjegava primjena visokih doza lijeka te odrzava

terapijska koncentracija citarabina kroz dulji vremenski period (35).

Multivezikularni liposomi s uklopljenim citarabinom, primijenjeni intraperitonealno i supkutano,
omogucili su produljeno oslobadanje i terapijski ucinak citarabina, Sto je potvrdeno animalnim, ali i
klinickim ispitivanjem (48, 62-64). Ucinkovitost intratekalno primjenjene formulacije liposoma s
citarabinom postignuta je u lijeCenju relapsa sredisnjeg Zivéanog sustava kod akutne limfoblasti¢ne
leukemije te veoma agresivnih limfoma (65). Takvi pozitivni terapijski ishodi rezultirali su registracijom
formulacije multivezikularnih liposoma s citarabinom. Lijek DecpoCyte®, tvrtke Pacira
Pharmaceuticals Inc., namijenjen lijecenju limfomatoznog meningitisa, dobio je odobrenje za stavljanje
u promet na trzisu Sjedinjenih Americkih Drzava 1999. godine te na trzistu Europe 2001. godine. Radi
se o suspenziji za injekciju za intratekalnu primjenu gdje je djelatna tvar citarabin uklopljena u liposome
proizvedene DepoFoam® tehnologijom (28, 66). Strukturne komponente liposoma u DepoCyte®-u su
fosfolipidi DOPC i DPPG u molarnom omjeru 7 : 1, dok preostale lipidne komponente Cine kolesterol i
triolein u omjeru 11 : 1 (28). Liposomi su pripravljeni u 0,9 % otopini natrijeva klorida kao vanjskoj
vodenoj fazi te pakirani u bocice volumena 5 ml u koncentraciji od 10 mg/ml citarabina (21, 66).
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Preporucena duljina primjene varira ovisno o vrsti terapije (indukcijska terapija, konsolidacijska
terapija ili terapija odrzavanja), a pojedinacne doze od 50 mg djelatne tvari primjenjuju su svakih 14 ili
28 dana. Lijek je potrebno primjenjivati polaganim injiciranjem izravno u cerebrospinalnu tekuéinu kroz

razdoblje od 1-5 minuta (66).

Ovom formulacijom doskocilo se problemu kratkog vremena polueliminacije citarabina u
cerebrospinalnom fluidu te se izbjegla potreba za ucestalom intratekalnom primjenom koja nosi rizik
od infekcija, zahtijeva veci vremenski angazman medicinskog osoblja, a osim toga je i neugodna za
bolesnika. Medutim, lijek je na zahtjev nositelja odobrenja povuéen 2018. godine zbog kontinuiranih
poteskoca u proizvodniji za koje se pretpostavlja da su povezani s izazovima u provodenju asepticke

izrade (34, 67-69).

DepoDur®

Primjena opiodnih lijekova epiduralnom infuzijom moZe dovesti do ucinkovite postoperativne
analgezije, ali i poteskoca koje su vezane uz zahtjevnu tehnicku izvedbu ovog nacina primjene lijeka ili
problema vezanih uz poloZaj epiduralnog katetera zbog mogucénosti nastanka hematoma (70).

Druga formulacija multivezikularnih liposoma koja je dobila odobrenje za stavljanje u promet
namijenjena je postoperativnoj analgeziji jednokratnom primjenom injekcije u epiduralni prostor. Time
se izbjegavaju neZeljene posljedice primjene katetera te olakSava primjena lijeka (70). Rijec je o lijeku
DepoDur®, tvrtke Pacira Pharmaceuticals Inc., gdje su multivezikularni liposomi s morfinsulfatom, kao
uklopljenom djelatnom tvari, suspendirani u 0,9 % otopini natrijevog klorida. Koncentracija
morfinsulfata iznosila je 10 mg/ml, a pakiranja su volumena 1 ml, 1,5 ml i 2 ml (71). DepoDur® je
nacinjen od DOPC-a i DPPG-a u omjeru 4,2 : 0,9 te kolesterola, trioleina i trikaprilina u omjeru 3,3 : 0,1
: 0,3 (28). Primjena DepoDur®-a rezultirala je produljenim oslobadanjem morfina uz ograni¢enu
sistemsku apsorpciju te poboljSanom retencijom lijeka u epiduralnom prostoru zbog ograni¢enog

nakupljanja u limfnom sustavu, sto je rezultat veéih dimenzija vezikula (7 - 40 um) (70). Lijek je dobio
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odobrenje za primjenu u Sjedinjenim Americkim DrZzavama 2004. godine; medutim, tvrtka odgovorna
za proizvodnju lijeka, Pacira Pharmaceuticals Inc., naknadno je, iz razloga koji nisu poznati, ukinula

proizvodnju (21, 68).

Exparel®

Treéa formulacija lijeka temeljena na tehnologiji multivezikularnih liposoma koja je dobila odobrenje
za stavljanje u promet na podrucju Sjedinjenih Americkih Drzava 2011. godine i na podrucju Europe
2020. godine jest Exparel® proizvodaca Pacira BioSciences Inc (28). Djelatna tvar je neopioidni
anestetik bupivakain koji se primjenjuje lokalno, infiltracijom ili perineuralno, a njegova primjena
mogla bi smanijiti potrebu za primjenom opiodnih lijekova u lijeCenju postoperativne boli (72, 73).
Liposomi s uklopljenom djelatnom tvari suspendirani su u 0,9 % otopini natrijeva klorida, a sastavljeni
su od DEPC-a, DPPG-a, kolesterola i trikaprilina (8,2 : 0,9 : 4,7 : 2) (21, 28). Exparel® je indiciran za
ublazavanje bolova nakon odredenih kirurskih zahvata u odraslih i djece u dobi od Sest godina i starije
ili pak u odraslih za regionalno ublazavanje bolova ubrizgavanjem lijeka oko Zivca koji opskrbljuje donje
udove ili rame. Jednokratno se primjenjuje, a preporuc¢ena doza ovisi o veli¢ini patoloskog podrucja i
samom bolesniku, no ne smije premasivati 266 mg djelatne tvari. Farmaceutski oblik lijeka je disperzija
za injekciju s produljenim oslobadanjem, dostupna u bo¢icama volumena 10 ml i 20 ml, pri ¢emu 1 ml
suspenzije sadrzi 13,3 mg bupivakaina. Bududéi da je bol subjektivni doZivljaj, tesko je procijeniti tocno
trajanje ucinka primijenjenog Exparel®-a. Rezultati klinickih ispitivanja navode terapijski ucinak u
trajanju od nekoliko dana nakon primjene samo jedne doze lijeka, pri ¢emu je ucinkovitost Exparel®-
a usporedivana s placebom (72). Medutim, rezultati ispitivanja ucinkovitosti liposomske formulacije
bupivakaina u odnosu na konvencionalnu formulaciju bupivakaina su nejasni. Objavljeni rezultati
klinickih ispitivanja ukazuju na poboljsan ucinak liposomskog bupivakaina u odnosu na neliposomski
bupivakan u smislu smanjenja primjene opiodnih lijekova i bolje kontrole boli (74, 75). S druge strane,
metaanalizom randomiziranih klinickih ispitivanja kod primjene liposomske formulacije bupivakaina

infiltracijom, zakljuceno je kako liposomski bupivakain nema prednost u smislu poboljSane, odnosno
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produljene analgezije, niti smanjuje primjenu opioida u odnosu na konvencionalne formulacije lokalnih
anestetika neliposomskog bupivakaina ili ropivakaina (Slika 16). Nije utvrden znacajan analgetski
ucinak nakon 24 sata, kao niti krace trajanje lijeCenja; medutim, postoperativha mucnina je bila
znacajno smanjena u ispitanika koji su primili liposomski bupivakain (75-77). Nadalje, metaanalizom
klinickih ispitivanja gdje je liposomski bupivakain primijenjen perineuralno, zaklju¢eno je da nema

klinicki znacajnih benefita u odnosu na klasi¢nu formulaciju bupivakaina (78).

LIPOSOMSKI BUPIVAKAIN vs. LIPOSOMSKI BUPIVAKAIN vs.
KONVENCIONALNI BUPIVAKAIN KONVENCIONALNI BUPIVAKAIN

= ZABILJEZENO SMANJENJE BOLI = ZABILJEZENO SMANJENJE KORISTENJA OPIOIDA
= NIJE ZABILJEZENO SMANJENJE BOLI = NIJE ZABILJEZENO SMANJENJE KORISTENJA OPIOIDA

Slika 16. Prikaz ishoda objavljenih randomiziranih klini¢kih ispitivanja liposomskog bupivakaina u
odnosu na konvencionalnu formulaciju bupivakaina. Izradeno prema podacima objavljenim u (75).
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4. RASPRAVA

Liposomi, kao nosaci lijekova, nude brojne prednosti u odnosu na konvencionalne farmaceutsko-
tehnoloske oblike; medutim, postoje i ogranienja u vidu niske uspjesnosti uklapanja hidrofilnih
djelatnih tvari te dugorocne stabilnosti liposoma. S obzirom na veli¢inu koja moze dosegnuti nekoliko
desetaka mikrometara, veliki udio uklopljene vodene faze (95 %) te karakteristichu unutarnju
strukturu, gdje tvar u unutrasnjosti liposoma ostaje sacduvana kroz dulji vremenski period,
multivezikularni liposomi mogu posluziti kao platforma koja premoséuje navedena ogranicenja.
Istovremeno se mogu ocuvati pozitivne karakteristike liposoma kao nosaca lijekova poput povecéanja
bioraspoloZivosti i biokompatibilnosti. Buduéi da posjeduju vecu uspjesSnost uklapanja od
konvencionalnih ili multilamelarnih liposoma, potrebno je za istu dozu lijeka primijeniti manju kolicinu
formulacije sto bi moglo rezultirati manjom ucestalosti nuspojava. Na poboljsan profil nuspojava utjece
i mogucnost postizanja kontroliranog oslobadanja uklopljene djelatne tvari kroz dulji vremenski period,
uz izostanak naglog, pocetnog oslobadanja velike kolicine djelatne tvari, Sto bi moglo rezultirati

smanjenom frekvencijom doziranja i ve¢om suradljivosti bolesnika.

Produljeni terapijski ucinak, uz izbjegavanje visokih vrsnih koncentracija djelatne tvari u krvi, od
posebnog je znacaja u lijeCenju antitumorskim lijekovima. Njihovo djelovanje nerijetko ovisi o
specifi¢noj fazi stani¢nog ciklusa, a u visokim koncentracijama mogu izazivati teSke nuspojave i ostetiti

zdravo tkivo.

Dok su trenutno odobrene formulacije liposoma namijenjene uglavnom intravenskoj primjeni,
multivezikularni liposomi zbog svoje veli¢ine i unutarnje strukture pruzaju mogucénost formiranja
depoa na mjestu primjene te se stoga primjenjuju drugim putevima parenteralne primjene, najéesce
supkutano, intratekalno i intramuskularno. Usprkos tome, provedeno je ispitivanje intravenski
primijenjene formulacije multivezikularnih liposoma na glodavcima (misevi) te je pokazano da njihova
primjena nema utjecaj na protok krvi u ve¢im Zilama plu¢a. Medutim, potrebno je uzeti u obzir i veli¢inu

liposoma u provedenom ispitivanju (< 30 um) te provesti dodatna ispitivanja koja bi potvrdila ovu
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pretpostavku (57). Ukoliko se ovaj nacin primjene pokaZe izvedivim, formulacije multivezikularnih
liposoma mogle bi se pasivnom embolizacijom koncentrirati u Zilama pluéa i koristiti za lijecenje bolesti

pluca.

Posljednjih godina doslo je do ekspanzije u istrazivanju i razvoju bioloskih lijekova Cije su djelatne tvari
visokomolekularni peptidi topljivi u vodi, osjetljivi na fizioloSke uvjete. S obzirom na veliki udio vodene
faze koju je moguce uklopiti u multivezikularne liposome, svoju bi primjenu mogli pronaci upravo u

ovom brzo rastu¢em podrucju farmaceutske industrije.

U skladu s 3R nacelom, prisutan je trend smanjivanja koristenja animalnih studija u pretklinickim
ispitivanjima. Na temelju navedenih primjera ispitivanih formulacija lijekova, vidljivo je da je odreden
broj in vitro ispitivanja proveden na stani¢nim modelima. Medutim, kako veli¢ina stanica uglavhom ne
premasuje 100 um, upitna je primjenjivost ovakvih modela u ispitivanju formulacija multivezikularnih

liposoma sto bi moglo otezati njihov razvoj.

Iza odobrenih formulacija lijekova koje se temelje na tehnologiji multivezikularnih liposoma
(DepoFoam®) zasad stoji samo jedna tvrtka, iako su provedena brojna pretklini¢ka istraZivanja. Jednu
od glavnih prepreki za komercijalizaciju ovog tipa formulacije lijeka predstavlja potreba za
posjedovanjem kompleksnog postrojenja koje omogucava provodenje velikog broja aseptickih koraka
proizvodnje. Drugi limitirajuci ¢imbenik su kvalificirani zaposlenici zaduZeni za razvoj proizvodnog
postupka gdje je potrebno optimizirati (fosfo)lipidni sastav formulacije, jasno definirati trajanje svakog
koraka te kriticne parametre po fazama proizvodnje. Osoblje mora biti dobro educirano za proizvodnju
u aseptickim uvjetima kako bi se izbjegla slu¢ajna kontaminacija mikroorganizmima. Ovim izazovima
moglo bi se doskoditi razvojem ekonomicnih automatiziranih postrojenja ili pak alternativnim
metodama sterilizacije. Razvoj prikladnijih metoda sterilizacije bio bi od posebnog znacaja s obzirom
na to da trenutno ne postoji drugi nacin sterilizacije strukturnih lipidnih komponenata osim sterilne
filtracije kojom se, zbog veli¢ine pora filtera, ne iskljucuje rizik od kontaminacije virusima i nekim

manjim bakterijama.
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Komercijalizaciju dodatno oteZavaju nedostatak standardiziranih analitickih metoda za definiranje
kakvoée polaznih sirovina, intermedijera i gotove formulacije lijeka te nedostatak egzaktnog
regulatornog okvira koji bi se odnosio na specificne vrste liposoma S$to otezava definiranje

dokumentacije potrebne prilikom registracije lijeka.

Usprkos navedenim ograni¢enjima, razvidno je da formulacija multivezikularnih liposoma pruza brojne
mogucnosti Sto je rezultiralo povecanim brojem istrazivanja koja obuhvaéaju pametne formulacije
lijekova ili multifunkcionalne liposome. Utvrdeno je da se variranjem koncentracije neutralnih lipida
kao i uvodenjem novih strukturnih elemenata liposoma, pored standardnih fosfolipida, kolesterola i
neutralnog lipida, mogu proizvesti multivezikularni liposomi osjetljivi na uvjete okoline kao Sto su pH i
tlak (40, 57). Nadalje, mogucde je kombinirati intrinzi¢na svojstava hidrofobnih komponenata liposoma,
kao sto je potencijal embolizacije (54) i farmakoloske ucinake djelatnih tvari koje je zbog sinergistickog
ucinka potrebno primijeniti u niZzoj dozi, ¢ime se povedava ucinkovitost terapije i izbjegava rizik od
nuspojava. Takav pristup bi u blizoj buduc¢nosti mogao rezultirati novim formulacijama lijekova

prikladnim za klinicka ispitivanja.
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5. ZAKLJUCAK

Znacajna uloga multivezikularnih liposoma lezi u mogucnosti uklapanja visokih koncentracija
hidrofilnih makromolekula sto je komplementarno rastu¢em trzistu bioloskih lijekova. Bududéi da
omogucuju produljeno oslobadanje djelatne tvari iz formulacije lijeka, potencijal njihove primjene
obuhvaca Sirok spektar farmakoloskih i tehnoloskih izazova, od lije€enja malignih oboljenja do ucestale
primjene lijeka. Ovo je potkrijepljeno s tri formulacije lijekova temeljenih na tehnologiji
multivezikularnih liposoma koje su dobile odobrenje za stavljanje u promet (DepoCyte®, DepoDur®,
Exparel®), dva klinicka ispitivanja te brojnim pretklini¢kim ispitivanjima. Medutim, uspje$no
prenosenje iz laboratorijskog u industrijsko mjerilo jos je uvijek vrlo izazovno Sto je u konacnici
rezultiralo povlacenjem s trzista dva odobrena lijeka. Proizvodnja je kompleksna buduci da suptilne
varijacije u sastavnicama ili postupku proizvodnje mogu utjecati na svojstva kakvode, a posljedicno i
farmakokineti¢na i farmakodinamicka svojstva formulacije lijeka in vivo. Kako bi se rijesSio ovaj problem,
potreban je razvoj prikladnijih metoda sterilizacije i regulatornog okvira koji bi obuhvacao

standardizirane analiticke metode u pojedinim fazama proizvodnje, odnosno Zivotnog ciklusa lijeka.
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