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1. UvOD
1.1. Kortikosteroidi

Kortikosteroidi su hormoni steroidne strukture koji mogu biti prirodnog ili sintetskog
podrijetla. Dijelimo ih na glukokortikoide i mineralokortikoide. Mineralokortikoidi reguliraju
zadrzavanje vode i elektrolita vezanjem na visokoafinitetne mineralokortikoidne receptore
(distalni bubreZni tubuli i druga tkiva povezana s Na*/K" ravnoteZzom). Glukokortikoidi imaju
brojne funkcije u tijelu, a njihovo djelovanje posljedica je vezanja na glukokortikoidne
receptore (Siroka rasprostranjenost u tijelu) koji su nizeg afiniteta od mineralokortikoidnih
receptora i selektivni su za glukokortikoide. Na mineralokortikoidne receptore se, osim

mineralokortikoida, mogu vezati i glukokortikoidi (Buckingham, 2006).

Glukokortikoidi djeluju na imunoloSkoj i1 metaboli¢koj razini, imaju protuupalno i
imunosupresivno djelovanje. Poremecaj njihove regulacije i djelovanja povezuje se s
etiologijom mnogih bolesti §to objasnjava njihov velik terapijski potencijal (Buckingham,
2006).

Mehanizam djelovanja glukokortikoida moze biti genomski (vezanje na unutarstani¢ni
nuklearni receptor te aktivaciju i supresiju transkripcijskih faktora) i negenomski, ¢ija
pozadina nije sa sigurno$¢u utvrdena. Postoji dvojba izmedu nespecificnog djelovanja na
stanicnu membranu mijenjanjem njezinih fizicko-kemijskih svojstava 1 specificnog vezanja na
membranske receptore. Glukokortikoidi mogu potaknuti apoptozu, primjerice stanica
multiplog mijeloma ili limfocita, istovremeno inhibiraju¢i apoptozu hepatocita, osteoklasta ili

stanica vaskularnog endotela (Urbanska i sur., 2014).

1.1.1. Farmakodinamika i terapijska primjena kortikosteroida

Temeljni mehanizam protuupalnog djelovanja kortikosteroida je indukcija lipokortina-
1 (aneksin-1) koji smanjuje aktivnost fosfolipaze A2, posljedi¢no zaustavljajuci sintezu
eikosanoida, proupalno djelovanje leukocita te sintezu prostaglandina. UtiSavanjem ekspresije
ciklooksigenaze 1 1 ciklooksigenaze 2 takoder =zaustavlja sintezu prostaglandina.
Imunosupresivno djelovanje kortikosteroida posljedica je inhibicije nuklearnog faktora xB.
Tako se zaustavlja sinteza brojnih citokina §to koci proliferaciju T i B limfocita, te sinteza

adhezijskih proteina. Takoder djeluju proapoptoticki na nezrele T limfocite (Newton i
Holden, 2007; Revollo i Cidlowski, 2009).



Prva terapijska primjena glukokortikoida bila je u lije¢enju reumatoidnog artritisa.
Danas se glukokortikoidi koriste u lijeCenju hepatitisa, sistemskog lupusa, eritematoze,
sarkoidoze te za nadomjestak glukokortikoida kod Addisonove bolesti ili drugih oblika
insuficijencije kore nadbubrezne Zlijezde. Topikalno se primjenjuju s ciljem lijeCenja
dermatitisa (dermalna primjena), uveitisa (oftalmi¢ka primjena), astme (pulmonalna
primjena), alergijskog rinitisa (nazalna primjena) i ulceroznog kolitisa te Crohnove bolesti

(enteralna primjena) (Urbanska i sur., 2014).

Mineralokortikoidi koriste se u lijeCenju adrenogenitalnog sindroma, sindroma
cerebralnog gubitka soli, adrenalne insuficijencije te posturalne hipotenzije kako bi se

nadomjestili fizioloski uéinci aldosterona (Freitas i sur., 2000; Levas i Husebye, 2008).

1.1.2. Farmakokinetika kortikosteroida

Kortikosteroidi se primjenjuju topikalno s ciljem postizanja lokalnog uc¢inka (dermalna
primjena, oftalmic¢ka primjena, mukozna primjena — nazalna primjena, inhalacija) te oralno ili
intravenski (parenteralno) s ciljem postizanja sistemskog uc¢inka. Uslijed velike lipofilnosti,
apsorpcija kortikosteroida nakon oralne ili transdermalne primjene je opsezna. Primijenjeni
oralno, brzo dostizu vr$ne koncentracije u plazmi. Jo$ jedna posljedica njihove lipofilnosti je
brz prijelaz u medustani¢ni i unutarstani¢ni prostor. U srediSnjem Ziv¢evlju (hipotalamus,
hipofiza) vezu se i djeluju preko membranskih receptora, a u perifernim se tkivima vezu na
citoplazmatske receptore i djeluju preko njih. Prolaze kroz posteljicu i mogu se u malim
koli¢inama izlu¢ivati u majcino mlijeko (www.halmed.com). U krvi se zadrzavaju kratko,
vezani na albumin razli¢itim afinitetom. U jetri se brzo metaboliziraju konjugacijom s

glukuronskom kiselinom ili sa sulfatom (u manjoj mjeri) te izluCuju urinom (McKay 1

Cidlowski, 2003).

Deksametazon se dobro apsorbira iz probavnog trakta; vr$na koncentracija u plazmi
dostize se unutar jednog do dva sata nakon primjene, uz velike interindividualne varijacije
vr$nih koncentracija u plazmi 1 brzine dostizanja tih vrijednosti. U plazmi se zadrZzava u

prosjeku 3,6 = 0,9 sati.

Nakon intramuskularne primjene vrsna koncentracija dostize se nakon jednog sata, a
do klinickog ucinka dolazi nakon 8 sati. Nakon lokalne primjene u zglob ili meka tkiva

(lezije) apsorpcija je sporija nego nakon intramuskularne injekcije. Djelovanje je dugotrajno,



nakon intramuskularne primjene 17 do 28 dana, nakon lokalne primjene od 3 dana do 3

tjedna. Vrijeme polueliminacije je od 24 do 72 sata (www.halmed.com).

Deksametazon se veze na proteine plazme (uglavnom albumine) do priblizno 77%.
Postotak vezanja deksametazona na proteine, za razliku od kortizola, ostaje prakticki

nepromijenjen ¢ak i ako se lijek primjeni u viS$oj koncentraciji (www.halmed.com).

1.1.3. Ogranicenja primjene (nuspojave) kortikosteroida

Utjecaj povecane razine glukokortikoida jednak je nuspojavama koje nastaju radi
dugotrajne primjene egzogenih glukokortikoida. Neke od njih su redistribucija masnog tkiva,
abdominalna pretilost, razgradnja proteina i misi¢na slabost, hiperglikemija i diabetes mellitus
rezistentan na inzulin, hipertenzija, hiperkolesterolemija, dislipidemija, retencija vode i soli,
imunodeficijencija, osteoporoza, poremecaj menstrualnog ciklusa, neplodnost te, ponekad,

ostecenje kognitivnih funkcija i depresija (Buckingham i sur., 2006).

Velika lipofilnost kortikosteroida zahtjeva velike doze ukoliko su primijenjeni kao

klasi¢ni farmaceutski oblici (Urbanska i sur., 2014).

Unato¢ brojnim nuspojavama, deksametazon se smatra jednim od najsigurnijih
kortikosteroida (Urbanska 1 sur.,, 2014) Sto je dodatni razlog za pronalaZenje novih,
uc¢inkovitijih i sigurnijih oblika za njegovu primjenu. Primjena glukokortikoida u obliku novih
terapijskih sustava (Slika 1.) dovodi do smanjenja nuspojava, brze apsorpcije, vece

bioraspolozivosti te selektivnosti u djelovanju lijeka.
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Slika 1. Vrste nanodestica (preuzeto i prilagodeno prema Young Yhee i sur., 2016)



1.2. Deksametazon

Deksametazon (Slika 2.) je visoko potentan, dugodjelujuéi sintetski kortikosteroid
pregnanske strukture. Kao analog kortizola, veze se na glukokortikoidne receptore, ali 11 puta
ve¢im afinitetom od kortizona $to je postignuto dodatkom atoma fluora koji povecéava
lipofilnost molekule. Uvodenje atoma fluora takoder povefava vezanje na
mineralokortikoidne receptore i protuupalno djelovanje (Foye i sur., 1995). Metilna skupina
na atomu C16 povecava glukokortikoidne, a smanjuje mineralokortikoidne uc¢inke (Bentley,
1980).

Slika 2. Struktura deksametazona
(9a-fluoro-11p,17a,21-trihidroksi-16a-metil-1,4-pregnadien-3,20-dion)
(preuzeto i prilagodeno prema Kim i Martin, 2006)

Trenutno se koristi za promicanje diferencijacije mezenhimalnih mati¢nih stanica u
stani¢nim kulturama (Shrestha i sur., 2015), u oftalmologiji (uveitis), u lije¢enju proliferativne
vitreoretinopatije, subretinalne neovaskularizacije i dijabetickog makularnog edema. Takoder
se koristi u lijecenju alergijskih reakcija jer inhibira funkciju limfocita, fibroblasta, makrofaga
i drugih imunosnih stanica. U pedijatrijskoj hematologiji koristi se u lijeCenju akutne

limfoblasti¢ne leukemije jer inducira apoptozu limfocita B 1 T (Urbanska i sur., 2014).

1.3. Putovi primjene deksametazona
1.3.1. Sistemska primjena deksametazona

Sistemski ucinak deksametazona postize se oralnom ili parenteralnom primjenom.
Apsorpcija nakon oralne primjene dobra je radi njegove lipofilnosti. Za parenteralnom
primjenom deksametazona poseZe se ako oralna primjena nije moguca te u hitnim
slu¢ajevima gdje je brz pocetak djelovanja nuzan (www.halmed.hr). Parenteralna primjena

nuzna je u akutnim stanjima poput anafilaktickog Soka, cerebralnog edema, egzacerbacije



multiple skleroze te prilikom ugradnje privremenog transvenoznog stenta kako bi se smanjio
upalni odgovor miokarda. Takoder se koristi kao prijelazno lijec¢enje (kada temeljni lijekovi
jo§ ne djeluyju u bolesnika u kojih nesteroidnim antireumaticima nije dostignut
zadovoljavajuéi analgetski i protuupalni uc¢inak) kod reumatoidnog artritisa i juvenilnog
kroni¢nog artritisa. Tada se terapija najcesce zapocinje intravenskom ili intramuskularnom
primjenom deksametazona, a nastavlja se oralnom primjenom deksametazona. Kroni¢na
stanja poput insuficijencije kore nadbubrezne zljezde, Addisonove bolesti ili kongenitalne
adrenalne hiperplazije takoder zahtjevaju parenteralnu primjenu deksametazona ako se

kortizon i hidrokortizon pokazu neu¢inkovitima.

Oralna primjena deksametazona izbor je pri lijeCenju multipla mijeloma
(www.ema.eu), akutnih oblika leukemije, limfoma, miozitisa, trombocitopenijske purpure te
obi¢nog pemfigusa. Njegova primjena je prili¢no Siroka, oralno se primjenjuje i kod raznih
vezivnotkivnih, kozZnih, alergijskih, hematoloSkih i malignih bolesti, takoder u terapiji nekih

bolesti bubrega, oka, di$nih i probavnih organa (www.halmed.com).

Sinergijski uc¢inak deksametazona (primijenjenog oralno) i ondansetrona (antiemetik)
koristi se u prevenciji mucnine u bolesnika na kemoterapiji ili radioterapiji

(www.halmed.com).

Pripravci s deksametazonom za sistemsku primjenu registrirani u Hrvatskoj su tablete
i otopina za injekciju (intravenska i intramuskularna primjena) ili infuziju (www.halmed.hr).
Veliki nedostatak sistemske primjene deksametazona su brojne nuspojave (poglavlje 1.1.3.)
koje se mogu umanjiti razvojem novih terapijskih sustava deksametazona. U tablicnom
prikazu dva su primjera nanocestica kao terapijskih sustava deksametazona za oralnu
primjenu (Tablica 1.). Uklapanje deksametazona u lipidne nanocCestice rezultiralo je
poboljSanjem apsorpcije iz probavnog sustava (Serpe i sur., 2010). Razvijene su i
mikroCestice oblozene nanocCesticama koje omogucuju kontrolirano oslobadanje
deksametazona. In vitro permeabilnost deksametazona preko monosloja Caco-2 stanica
ovisila je o brzini oslobadanja deksametazona. Oslobadanje iz mikrocestica oblozenih
nanokapsulama bilo je sporije od oslobadanja iz mikrocestica oblozenih nanosferama (Beck 1

sur., 2007).



1.3.2. Lokalna primjena deksametazona

Lokalna primjena kortikosteroida s ciljem postizanja lokalnog ucinka ima brojne
prednosti u odnosu na sistemsku: neinvazivna je i jednostavna $to rezultira poveéanom
suradljivo$¢u bolesnika, rezultira smanjenjem ucestalosti i intenziteta sistemskih nuspojava i
poboljsanom bioraspolozivos¢u lijeka na mjestu ucinka. Lokalna primjena deksametazona
obuhvac¢a dermalnu (razne autoimune kozne bolesti; atopijski dermatitis), okularnu primjenu
(uveitis, dijabeticki makularni edem) (Tanito i sur., 2011) te primjenu na sluznicu uha (otitis
externa, otitis media). Pripravci s deksametazonom za lokalnu primjenu registrirani u

Hrvatskoj su kapi, gel i mast za oko te okularni implantat (www.halmed.com).

Lokalni u¢inak moze biti postignut i parenteralnom primjenom deksametazona kao $to
je intravitrealna (akutne neinfektivne upalne bolesti oka, makularni edem) ili intraartikularna

primjena (razliciti oblici artritisa i spondilitisa) (www.halmed.com).

Postojao je oblik deksametazona u spreju za nazalnu primjenu, ali povucen je radi
ozbiljnih lokalnih i sistemskih nuspojava (Kovarsky i Bishop, 1982). Trenutno nema
registriranih pripravaka s deksametazonom za nazalnu niti pulmonalnu primjenu, u Hrvatskoj
ni u svijetu. Istrazuje se potencijal novih terapijskih sustava s ciljem dostave deksametazona u

pluc¢a (Fornaguera i sur., 2015; Kim i sur., 2013).

1.3.3. Suvremena istraZivanja

Fokus suvremenih istrazivanja uglavnom je na razvoju terapijskih sustava s
modificiranim (produljenim ili odgodenim) oslobadanjem deksametazona za intraartikularnu
(Butoescu i sur., 2007), transdermalnu (Sahle i sur., 2016), dermalnu (Doge i sur., 2016),
okularnu (Pan i sur., 2015), intravitrealnu (Gémez-Gaete i sur., 2008) primjenu te primjenu u
korijenski kanal zuba (Shrestha i sur., 2015).

Deksametazon, kao najucinkovitiji 1 najpotentniji kortikosteroid u lije€enju bolesti oka
(Ohira 1 sur., 2015), oblikovan u klasiéni farmaceutski oblik, ne postize puni terapijski
potencijal. Permeabilnost i bioraspoloZivost lijeka nakon primjene u obliku kapi za oko niske
Su zbog zastitnih mehanizama poput kornealnog epitela, ispiranja oka suznom tekuéinom,
barijere krv — o¢na vodica i krv — mreznica (www.halmed.hr). S druge strane, invazivni
postupci primjene lijeka putem injekcija ili implantata (www.ema.eu) nose rizik komplikacija

(krvarenje, infekcija, upala, katarakta). Osim toga, kirurski postupak je skup. Kako bi se



postigla odgovaraju¢a koncentracija deksametazona u oku nakon sistemske primjene, nuzne
su visoke koncentracije lijeka u krvi, a deksametazon ima ozbiljne nuspojave. Stoga
kontrolirana, kontinuirana dostava lijeka na ciljno mjesto pomocu nanocestica nosi velik
napredak u lijeCenju upalnih bolesti oka. Ispiranje suznom teku¢inom moze se smanjiti
povecanjem viskoznosti sustava (Achouri i sur, 2012; Lihong i sur., 2012) i koriStenjem
mukoadhezivnih polimera (Di Colo i sur, 2002). Biokompatibilnost nanocestica kao i njihovih
razgradnih produkata moze se posti¢i pripravom terapijskog sustava bez upotrebe organskih
otapala koji mogu djelovati toksi¢no na strukture oka (Rodrigues da Silva i sur., 2011).
Uklapanjem deksametazona u terapijske sustave moguée je posti¢i dulju stabilnost i veéu

bioraspolozivost deksametazona (Kalam, 2016).

Kako bi se dermalnom primjenom lijeka oblikovanog u konvencionalni pripravak
postigao lokalni u¢inak podloga mora uéi u roznati sloj, lijek se mora osloboditi iz podloge,
penetrirati kroz slojeve koze te u¢i u oboljelu stanicu gdje ostvaruje uc¢inak. Veliki nedostatak
dermalne primjene lijekova je slaba permeabilnost kroz slojeve koze zbog niske propusnosti
roznatog sloja. Samo lijekovi male molekularne mase (< 500 Da) i odgovarajuce lipofilnosti
mogu pro¢i roznati sloj pasivnim transportom. Stoga se istrazuju razliCite strategije povecanja
penetracije lijekova u kozu: primjena mikroigala, elektroporacija, iontoforeza, sonoforeza te
primjena nanonosaca lijeka. Nanonosaci omoguéuju samostalnu primjenu od strane bolesnika
i aplikaciju na vece podrucje koze stoga su posebice zanimljivi (Du i sur., 2016). Dermalna
primjena deksametazona poboljSana je uklapanjem deksametazona u polimerne nanocestice
(Du i sur., 2016) zahvaljujuc¢i smanjenju nuspojava, boljoj dostavi u kozu, vecoj stabilnosti i
manjoj citotoksi¢nosti. Brze prodiranje deksametazona u kozu postignuto je i dermalnom

primjenom suspenzije nanokristala lijeka (Doge i sur., 2016).

Prednosti pulmonalne primjene lijeka u obliku novih terapijskih sustava su brojne.
Naime, takvim pristupom moguce je poboljSati topljivost lijeka, osigurati bolju raspodjelu
doze unutar alveola, opsezniju internalizacija lijeka u stanice, kontrolirano oslobadanje ili
primjenu lijeka ve¢e molekulske mase. Najistrazivaniji terapijski sustavi za pulmonalnu
primjenu su mikroCestice, zatim nanocestice (polimerne, ¢vrste lipidne nanocestice),
nanoemulzije, liposomi, a rjede micele 1 dendrimeri. Smanjenje dcestica lijeka na
nanometarsku veli¢inu moze rezultirati povecanjem bioraspoloZivosti uslijed vece topljivosti i
vece koncentracije lijeka na mjestu apsorpcije, ali i smanjene fagocitoze makrofagima (Illum,
2012). U ispitivanju provedenom u laboratorijskih miSeva, pulmonalna primjena

deksametazona uklopljenog u polimerne nanocestice rezultirala je lakSom internalizacijom
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lijeka u pluéne epitelne stanice, duljim zadrzavanjem u dubokom pluénom tkivu,
uc¢inkovitijim snizavanjem lucenja citokina iz stanica stimuliranih lipopolisaharidima te

znacajnim terapijskim ucincima na eozinofilnu/neutrofilnu astmu (Kim i sur., 2013).

1.4. Inovativni terapijski nanosustavi deksametazona

Tablica 1 donosi pregled razvijenih terapijskih nanosustava deksametazona uz sazeti prikaz
sastava, metode pripreme, puta primjene te cilja i rezultata uklapanja deksametazona za svaki

od nanosustava.



Tablica 1. Sazeti prikaz radova o novim terapijskim sustavima s deksametazonom

POLIMERI I LIPIDI

METODA PRIPRAVE

PUT PRIMJENE

CILJ UKLAPANJA

KOMENTAR

LITERATURA

Kitozan lonotropno geliranje Primjena u korijenski Kontrola mjesta i Produljeno oslobadanje | Shresthai sur., 2015
kanal zuba vremena odontogene lijeka tijekom 4 tjedna i
Uklapanje lijeka u diferencijacije dentalnih | kontrolirana
nanocestice/adsorpcija In vitro ispitivanje matiénih stanica diferencijacija stanica
lijeka na nanocestice provedeno na dentalnim | apikalne zubne papile
mati¢nim stanicama
Liofilizacija apikalne zubne papile
PLGA Metoda otparavanja Neuralni implantat Dobra elektri¢na Zadovoljavajuca Kim i Martin, 2006

Alginat (alginatni

otapala iz U/V emulzije

(elektroda)

provodljivost i
produljeno oslobadanje

elektri¢na provodljivost
tijekom 3 tjedna;

hidrogel) Priprava hidrofilnog lijeka (>2 tjedna) produljeno oslobadanje
matriksa umrezavanjem lijeka (mjereno tijekom
alginata s CaCl; 3 tjedna)
PLGA Metoda otparavanja Intraartikularna Smanjenje genske Smanjena genska Park i sur., 2012
otapala iz V/UIV primjena ekspresije proteina ekspresija proteina
emulzije povezanih s povezanih s
In vitro ispitivanje reumatoidnim artritisom | reumatoidnim artritisom
Oblaganje PLGA provedeno na humanim | na humanim na humanim

nanocestica S
deksametazonom s
siRNA

hondrocitima

hondrocitima

hondrocitima

Poli(trimetilenkarbonat),
PVA (stabilizator)
Monometoksi
poli(etilenglikol)-blok-
poli(trimetilenkarbonat)
(mPEGs—PTM Cll)

Isoljavanje

Metoda otparavanja
otapala iz U/V emulzije

Liofilizacija

Kontrolirano
oslobadanje lijeka

Dugotrajnija stabilnost
nanocestica (20
tjedana), produljeno
oslobadanje (14-60
dana)

Zhang i sur., 2006

PLGA
1,2-dipalmitoil-sn-

Metoda otparavanja
otapala iz U/V emulzije

Intravitrealna primjena

Modificirano
oslobadanje lijeka

Odgodeno oslobadanje
lijeka, uz naglo pocetno

Gomez-Gaete i sur.,
2008




glicero-3-fosfokolin
(DPPC)

Susenje rasprSivanjem
DPPC, hijaluronske
kiseline i suspenzije
nanocestica

oslobadanje

PLA
PLGA

1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-fosfokolin

Metoda otparavanja
otapala iz U/V emulzije

Okularna primjena

Intraartikularna
primjena

Optimiranje uklapanja i
oslobadanja lijeka iz
biorazgradljivin PLGA
nanocestica pri okularnu
primjenu

Neuspjesno optimiranje
uklapanja lijeka

Gomez-Gaete i sur.,
2007

Stearinska kiselina
Na — taurokolat
Fosfatidilkolin
Kolesteril butirat
Butanol

Solidifikacija lipidnih
nanocestica
rasprsivanjem
mikroemulzije u vodi

Oralna primjena

Vecéa ucinkovitost i
manje nuspojava pri
oralnoj (sistemskoj)
primjeni lijeka

Veca ucinkovitost lijeka
radi bolje apsorpcije iz
¢vrstih lipidnih
nanocestica

Serpe i sur., 2010

Poliuretan
PCL oligomeri
Montmorilonit glina

Dispergiranje gline u
vodi te mijeSanje s
vodenom disperzijom
poliuretana u koji je
uklopljen lijek

Okularna primjena

Terapijski sustav u ¢ijoj
pripravi nisu koriStena
organska otapala

Biokompatibilnost
nanodestica i njihovih
razgradnih produkata in
vitro; brzo oslobadanje
lijeka

Rodrigues da Silva i
sur., 2011

Eudragit S100
Span 60
Tween 80

Metoda precipitacije

Ukoncentriravanje
nanocestica
isparavanjem pod
snizenim tlakom

Mikrocestice su
oblozene nanoCesticama
suSenjem rasprsivanjem

Oralna primjena

Konstantna
koncentracija lijeka u
plazmi, bolja
bioraspolozivost,
smanjena varijabilnost
bioraspolzivosti izmedu
doza

Utvrdena je korelacija
izmedu brzine
permeacije lijeka preko
Caco-2 monosloja i
brzine oslobadanja
lijeka iz terapijskog
sustava;

Sporije oslobadanje
lijeka iz mikrocCestica
oblozenih
nanokapsulama u
odnosu na mikrocestice
oblozene nanosferama

Beck i sur., 2007
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PLGA

V/U/V metoda

Liofilizacija

Intraartikularna
primjena

Sporija elimnacija iz
zgloba, postupno
oslobadanje lijeka,
izostanak nuspojava,
dulje zadrzavanje
mikrocestica sa
supramagnetskim
zeljezovim oksidom pri
djelovanju vanjskog
magnetskog polja

Produljeno oslobadanje
(mjereno tijekom 8
dana)

Butoescu i sur., 2007

Eudragit® L 100

Nanoprecipitacija

Transdermalna primjena

Evaluacija nanocestica
kao dermalnih nosaca i
postizanje razlicite
brzine oslobadanja
lijeka

Biokompatibilnost
nanodgestica in Vitro;
Sporije oslobadanje
lijeka pri bubrenju
nanocestica u odnosu na
oslobadanje pri eroziji
nanocestica

Sahle i sur., 2016

PVA

Etilceluloza

Eudragit® RS

Stearoil makrogol
gliceridi

Cvrsti trigliceridi s
hidrogeniranim
gliceridima ulja kokosa,
pcelinjim voskom i
esterima polioksietilena
(eng. ceteareth-25) kao
aditivima (Witepsol®
S55)

HEC

Vlazno kugli¢no
mljevenje (priprava
suspenzije nanokristala)

Metoda otparavanja
otapala (priprava
polimernih nanocestica)

Priprava lipidnih
nanocestica
visokotla¢nom
homogenizacijom

Dermalna primjena

Usporedba razli¢itih in
vitro metoda ispitivanja
oslobadanja lijeka iz
terapijskih nanosustava
za dermalnu primjenu

Utvrdena je najveca
prikladnost primjene
Franz difuzijske celije
pri ispitivanju
oslobadanja lijeka iz
sustava ispitanih u radu

Balzus i sur., 2016

Hiperrazgranati
poliglicerol (jezgra)
Diblok kopolimeri PCL
i PEG (vanjska ljuska)

Metoda otparavanja
otapala

Dermalna primjena

Manje nuspojava, bolja
dostava lijeka

Manje nuspojava, bolja
dostava u kozu, dobra
stabilnost, niska
citotoksi¢nost, lagani

Du i sur., 2016
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prijenos na uveéano
mjerilo

Etilceluloza Vlazno kugli¢no Dermalna primjena Modificirano Znacajno brza Doge i sur., 2016
mljevenje (priprava oslobadanje lijeka iz penetracija lijeka u kozu
suspenzije nanokristala) razli¢itih ljekovitih pri primjeni suspenzije
oblika nanokristala;
Metoda otparavanja Odgodeno oslobadanje i
otapala (priprava penetracija lijeka
polimernih nanocestica) uklopljenog u
nanocestice
PLGA Metoda otparavanja Placentarni prijenos Poboljsanje transporta Poboljsani transport Aliisur., 2013.
otapala lijeka fetusu lijeka kroz ljudsku lijeka kroz ljudsku
placentu placentu vise od 10 puta
PLGA Metoda otparavanja Pulmonalna primjena Smanjenje toksi¢nostii | Utvrdena je Fornaguera i sur., 2015
Polisorbat 80 otapala hemoliti¢kih u¢inaka biokompatibilnost

inhaliranog lijeka

disperzija nanocestica in
vitro

Poli(fenilacetilen)
Poli(fenilacetilen-ko-
akrilat) (P(PA-co-AA)

Nanocestice su
pripravljene metodom s
jednom emulzijom bez

Modificirano
oslobadanje lijeka iz
razlicitih polimernih

Kopolimer P(PA-co-
AA) pokazuje povecanu
sposobnost uklapanja

Fratoddi i sur., 2012

surfaktanta nanocestica lijeka, uz kontrolu
veli¢ine, naboja i
oslobadanja;
Kitozan lonotropno geliranje Okularna primjena Povecanje Dobra stabilnost Kalam, 2016
Na-tripolifosfat bioraspoloZzivosti (mjerena tijekom 3 mj.)
Hijaluronska kiselina okularno primijenjenog | Visoka koncentracija na
lijeka povrsini oka i dostava u
prednje i straZnje ocne
komore pri primjeni
lijeka uklopljenog u
nanocestice
FIt1 peptid HA Konjugiranje peptida i Pulmonalna primjena Povecanje ucinkovitosti | U¢inkovita Kim i sur., 2013

konjugati

polimera

lijeenja neutrofilne
astme

internalizacija u pluéne
epitelne stanice;
Dugotrajno zadrzavanje
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u dubokom pluénom
tkivu;

Ucinkovitije snizavanje
lucenja citokina iz
stanica stimuliranih
lipopolisaharidima;
Znacajni terapijski
ucinci na eozinofilnu /
neutrofilnu astmu u
misa

PLGA

Metoda difuzije otapala

Okularna,
subkonjuktivalna
primjena

Produljeno oslobadanje
lijeka

Odrzavanje konstantne
koncentracije lijeka u
ciljnom tkivu barem 7
dana nakon
subkonjunktivalne
primjene u Stakora

Pan i sur., 2015

Polietilenglikolom

Metoda otparavanja

Intraperitonealna

Smanjenje nuspojava i

Smanjenjenje nuspojava

Sun i sur., 2016

oblozen polilaktid otapala iz U/V emulzije | primjena povecéanje uéinkovitosti: | i poveéanje
(PEG-PLA) usporenjem eliminacije | uéinkovitosti lijeka —
lijeka iz cirkulacije i o¢uvanje bubnjic¢a na
povecanjem funkcionalnoj i
raspolozivosti lijeka u histolo$koj razini
unutarnjem uhu nakon
sistemske primjene
3-merkapto-1- Redukcija u vodenoj / Razvoj nanogestica s Uspjesnost uklapanja Venditti i sur., 2014

propansulfonat (3MPS)

otopini HAUCys s
natrijevim borohidridom
uz 3MPS

velikim uklapanjem
lijeka i produljenim
oslobadanjem

70-80% i produljeno
oslobadanje tijekom 5
dana (70%)

PLGA — polimer mlije¢ne i glikolne kiseline; PLA — polimer mlije¢ne kiseline; PVA — polivinil alkohol; HEC — hidroksietilceluloza; PCL — polikaprolakton;

PEG — polietilenglikol
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1.4.1. Suspenzije nanokristala deksametazona

Nanokristali djelatne tvari kao farmaceutski oblik poceli su se razvijati tijekom
devedesetih godina proslog stoljeca. Njihova je specifi¢nost, ujedno i prednost, Sto ne sadrze
nanonosace ve¢ samo djelatnu tvar i stabilizator (u vrlo malom udjelu). To uklanja potrebu
toksikoloskog ispitivanja nanonosaca koje je skupo i dugotrajno. Proizvode se kako bi se
poboljsala topljivost i bioraspolozivost teSko topljivih djelatnih tvari, uz smanjenje nuspojava.
Trenutno su registrirani ljekoviti pripravci s djelatnom tvari u obliku nanokristala za
parenteralnu (intramuskularnu) i1 oralnu primjenu (Lovri¢ i sur., 2015). U slucaju
deksametazona koji je takoder slabo topljiv lijek, ispitana je dermalna primjena suspenzije
nanokristala (Doge i sur., 2016). Uocena je brza penetracija lijeka u kozu u odnosu na kremu
s deksametazonom ili nanocCestice kao nosace deksametazona. Razlog tome je veca
adhezivnost nanokristala (veci broj manjih Cestica — veca specifi¢na povrsina) i brze otapanje.
Pri dermalnoj ili oralnoj primjeni, nanokristali nose vrlo nizak rizik od nuspojava ili
toksi¢nosti. Kod parenteralne primjene bitna je koli¢ina koju internaliziraju makrofagi
mononuklearnog fagocitnog sustava. Taj proces moze utjecati na razinu lijeka u krvi uslijed
produljenog oslobadanja iz mononuklearnog fagocitnog sustava, ali i uzrokovati toksi¢ne

ucinke lijeka zbog velike koncentracije u pojedinim organima (Miiller i sur., 2011).

Prednost izrade nanokristala takoder je jednostavna prilagodba industrijskom mjerilu
(10 mg — 500 kg) (Lovri¢ i sur., 2015). Trenutno se za izradu nanokristala koriste vlazno
mljevenje i visokotlatna homogenizacija ili kombinacije tih dvaju metoda. Vlaznim
mljevenjem dobiveni su kristali deksametazona (Doge i sur., 2016) tako §to je suspenzija
lijeka mijeSana s kuglicama od cirkonija tijekom 3h. Na kraju su vece cestice uklonjene
filtracijom. Visokoenergijski proces visokotlaéne homogenizacije temelji se na prolasku
suspenzije lijeka velikom brzinom kroz mali otvor (10 pm). Cestice lijeka usitnjene su radi
kavitacije, sudara s drugim kristalima i sa ¢eliénim zidom te radi sile otpora tekucine (Miiller i

sur., 2011).

1.4.2. Polimerne nanodestice s deksametazonom

Polimerne nanocestice su kao terapijski sustavi nosaci djelatne tvari veli¢ine od 1 do
1000 nm. Dijele se na nanokapsule (spremisni tip), koje sadrze lijek u jezgri, i nanosfere

(matriksni tip), koje imaju lijek uklopljen u matriks ili adsorbiran na povrsini (Slika 3). Osim
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Sto uspjesno dostavljaju lijek na mjesto djelovanja, Stite ga od prerane razgradnje. Koli¢ina
uklopljenog lijeka u polimerne nanocestice moze se lako mijenjati promjenom polimernog
sastava. Specificne funkcionalne skupine mogu se vezati na povrSinu nanocestica §to
omogucuje ciljanu dostavu lijeka u zeljeno tkivo 1 smanjuje nuspojave. Produljeno
oslobadanje lijeka dovodi do rjede primjene lijeka i poboljSanja suradljivosti pacijenta
(Fornaguera i sur., 2015). S druge strane, nanocestice pokazuju neke nedostatke u usporedbi s
mikroCesticama. Sklonije su agregaciji u suhom obliku, dok u vodenoj suspenziji mogu biti

razgradene hidrolizom ili mogu sedimentirati.

/ SN
/ o\
/ i 'v . . .
konjugirani { if o | inkapsulirani
lijek i 0 \ lijek
/ I 0 \
polimerni ( i o I\
matriks | Il 0 0 l
|
‘ I
\ il o OI
\
(4] 0 J
\ f .
dispergirani \ ,‘\) I/ pollr’1e.rna
lijek \ |\, O,( / ovojnica
; W\ ¥
adsorbirani \\Q _’./ ‘
NANOSFERA lijek NANOKAPSULA

Slika 1. Vrste polimernih nanodestica (preuzeto i prilagodeno prema Sharma i sur., 2014)

Polimerne nanocestice mogu biti pripremljene polimerizacijom monomera ili
disperzijskim tehnikama iz prethodno formiranih polimera. Disperzijske tehnike obuhvacéaju
otparavanje otapala, nanoprecipitaciju/zamjenu otapala, emulgiranje/difuziju otapala,
isoljavanje, dijalizu ili dispergiranje pomoc¢u superkriticnog fluida. Nanoprecipitacija je
reproducibilna i brza metoda sastavljena od samo jednog koraka. Temelj metode je nastanak
koloidne suspenzije na granici organske i vodene faze. Organska faza, u kojoj su otopljeni
polimer 1 lijek, injektira se u vodenu fazu u kojoj polimer nije topljiv. Vodena faza se mijesa
kako bi se formirala koloidna suspenzija. MijeSanje se nastavlja dok se ne oblikuju

nanokapsule. Organsko se otapalo zatim otpari (Balzus i sur., 2016).

Polimerne nanocestice Cesto se pripravljaju iz nanoemulzija, metodom otparavanja
otapala. Nanoemulzija moze biti U/V tipa (Kim i Martin, 2006; Zhang i sur., 2006; Gémez-
Gaete i sur., 2007; Gémez-Gaete i sur., 2008; Ali i sur., 2013; Fornaguera i sur., 2015; Balzus
i sur., 2016; Doge i sur., 2016; Du i sur., 2016; Sun i sur., 2016) ili V/U/V tipa (Butoescu i

sur., 2007; Park i sur., 2012). Nanoemulzije su emulzije s velicinom kapljica izmedu 20 i 500
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nm. Pokazuju visoku Kineticku stabilnost, prozirne su i zahtjevaju utrosak energije pri
nastajanju. Uobicajena metoda njihove prirave je inverzija faza emulzije. Pritom je bitno da je
koristeno otapalo prikladno za biomedicinsku primjenu te da su uvjeti pri kojima se metoda

izvodi blagi i sigurni (Fornaguera i sur., 2015).

Isoljavanje je temeljeno na emulgiranju polimerne otopine (otapalo koje se mijesa s
vodom) i vodene otopine soli. Faze se ne mijeSaju radi velike koncentracije soli. Dodatkom

vode, nanocestice se formiraju kako organsko otapalo prelazi u vodenu fazu (Zhang i sur.,

2006).

Cesto koristen polimer za pripravu polimernih nanodestica je kopolimer mlijeéne i
glikolne kiseline (poli(laktid-ko-glikoli¢na kiselina), PLGA) (Kim i Martin, 2006; Park i sur.,
2012; Gomez-Gaete i sur., 2008; Goémez-Gaete i sur., 2007; Ali i sur., 2013; Butoescu i sur.,
2007; Fornaguera i sur., 2015; Pan i sur., 2015) jer je biokompatibilan i biorazgradljiv.
Klini¢ki je dokazane sigurnosti i odobren je od strane Europske agencije za lijekove (Danhier
i sur., 2012). Kao stabilizator, koristi se polisorbat 80, surfaktant koji nema toksi¢ne niti
hemoliticke ucinke (Fornaguera i sur., 2015). Kitozan je linearni aminopolisaharid,
biokompatibilan i biorazgradljiv. Pokazuje antimikrobnu aktivnost (Shrestha i sur., 2015).
Osim njih, koriste se alginat, Zelatina, polietilenimin i drugi. Politrimetilen karbonat (PTMC)
razgraduje se in vivo erozijom na komponente koje nisu kisele (kiselost razgradnih produkata
poliestera moze biti Stetna za lijek), a njegovi homopolimeri i blok kopolimeri s monometoksi
polietilenglikolom (MPEG-PTMC) stabilni su u vodi. Razgraduju se tek pomocu lipaza,
enzimatskom erozijom povrsine §to je prikladno svojstvo za izradu nanocestica (Zhang i sur.,
2006). Dipalmitoil glicerofosfatidilkolin (DPPC) i hijaluronska kiselina takoder su
biokompatibilni 1 biorazgradljivi stoga su koriSteni za oblikovanje nanocestica metodom
otparavanja otapala iz U/V emulzije (Gémez-Gaete i sur., 2008). Ista metoda koristena je za
izradu nanodestica iz polilaktida (PLA) ili PLGA (Gomez-Gaete i sur., 2007). Razvijene su
nanosfere i nanokapsule iz Eudragita S100 (amonij metakrilat kopolimer tipa B) (Beck i sur.,
2007). Polikaprolakton (PCL) je pogodan za izradu nanocestica jer omogucuje prilagodbu
veliCine Cestica 1 sadrzaja uklopljenog lijeka. Polietilenglikol (PEG) moZze stabilizirati

nanonosace u vodi sprjeavajuci njihovu agregaciju (Du i sur., 2016).
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1.4.3. Lipidne nanocestice s deksametazonom

Lipidne nanonosac¢e mozemo podijeliti na ¢vrste lipidne nanocestice (engl. solid lipid
nanoparticles, SLN) i nanostrukturirane lipidne nosace (engl. nanostructured lipid carriers,
NLC), nove terapijske sustave veli¢ine manje od 1000 nm (Slika 4.). Sastavljeni su od
biokompatibilnih i biorazgradljivih lipofilnih komponenti i visoke su fizicke stabilnosti.
Velika im je prednost $to su jeftiniji i njihova priprava se lakSe prevodi na industrijsko mjerilo
u odnosu na bilo koji drugi nanonosa¢. BrZze se razgraduju u odnosu na polimerne
nanocestice, no moguce je i produljeno ili kontrolirano oslobadanje lijeka (Barbosa i sur.,
2016). Vrlo mala veli¢ina osigurava dobar kontakt s kozom, stoga i bolju penetraciju lijeka u

kozu. Moguce je posti¢i okluzivne uvjete i bolju hidrataciju koze (Balzus i sur., 2016).

Cvrsta lipidna MNanostrukturirani
nanocestica lipidni nosaé
OOO Molekule R Molekule L Cursti lipidni Tekufi lipidi
lijeka surfaktanta kristali

Slika 2. Vrste lipidnih nanocestica (preuzeto i prilagodeno prema Yingchoncharoen i sur., 2016)

Cvrste lipidne nanocestice prva su generacija nanodestica (1991.). Sastavljene su od
¢vrstih lipida (0.1-30%, m/m) (procisceni trigliceridi, kompleksne smjese glicerida i
voskova), surfaktanta (0.5-5%, m/m) i vode. Prikladne su za pulmonalnu primjenu lijekova s
lokalnim ili sistemskim djelovanjem. Proizvode se iz mikroemulzija, precipitacijom,
visokotlaénom homogenizacijom ili rasprSivanjem talina u struji hladnog zraka (engl. spray

congealing) (Rainer i sur., 2000).

Cvrste lipidne nanodestice sastavljene od natrijeva butirata ili kolesteril-butirata
poboljSavaju protuupalni ucinak perifernih mononuklearnih stanica. Povecavaju njihovu

sposobnost adhezije na stanice vaskularnog endotela, proizvodnju superoksidnog iona (O%) i
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oslobadanje mijeloperoksidaze in vitro. U proizvodnji SLN koriSteni su stearinska kiselina
kao lipidni matriks, fosfatidilkolin kao surfaktant i natrijev taurokolat kao kosurfaktant.
Napravljena je topla mikroemulzija od lipidnih sastavnica koja je dispergirana u hladnoj vodi
(Serpe i sur., 2010).

Nanostrukturirani lipidni nosaci pokazuju bolja svojstva od SLN jer su sastavljeni od
smjese Cvrstih i tekucih lipida. Radi toga imaju viSe Supljina koje omogucéuju uklapanje vece
koli¢ine lijeka. Osim toga, time je onemogucena prerana kristalizacija 1 oslobadanje lijeka
prilikom skladistenja. Cesto koristene &vrste lipidne komponente su péelinji vosak, karnauba
vosak, stearinska kiselina i druge. Tekuce lipidne komponente mogu biti Miglyol (dekanoi¢na
1 oktanoi¢na kiselina, glicerin), oleinska kiselina, palmino ili maslinovo ulje i druge. Kao
emulgatori dolaze Pluronic i Tween. Mogu se izraditi toplom ili hladnom visokotlacnom
homogenizacijom, metodom difuzije otapala, tehnologijom sa superkriticnim fluidom ili
metodom  dvostruke emulzije. Najces¢e je koriStena metoda difuzije otapala

(Selvamuthukumar i Velmurugan, 2012).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Glukokortikoidi su hormoni steroidne strukture koji mogu biti prirodnog ili sintetskog
podrijetla. Djeluju na imunoloSkoj i metaboli¢koj razini, protuupalno i imunosupresivno.
Poremecaj njihove regulacije i djelovanja povezuje se s etiologijom mnogih bolesti $to
objasnjava njihov veliki terapijski potencijal (Buckingham, 2006). Dijelimo ih na

glukokortikoide i mineralokortikoide.

Danas se glukokortikoidi koriste u lijeCenju hepatitisa, sistemskog lupusa, eritematoze,
sarkoidoze te za nadomjestak glukokortikoida kod Addisonove bolesti ili drugih oblika
insuficijencije kore nadbubrezne Zlijezde. Topikalno se primjenjuju s ciljem lijeCenja
dermatitisa (dermalna primjena), uveitisa (oftalmicka primjena), astme (pulmonalna
primjena), alergijskog rinitisa (nazalna primjena) i ulceroznog kolitisa te Crohnove bolesti

(enteralna primjena) (Urbanska i sur., 2014).

Unato¢ brojnim nuspojavama, deksametazon se smatra jednim od najsigurnijih
glukokortikoida sto je dodatni razlog za pronalazenje novih, uéinkovitijih i sigurnijih oblika
za njegovu primjenu. Primjena glukokortikoida u obliku novih terapijskih sustava dovodi do
smanjenja nuspojava, brze apsorpcije, vece bioraspoloZzivosti te selektivnosti u djelovanju
lijeka. Dosad su razvijeni brojni terapijski sustavi s deksametazonom: nanokristali,

mikrocestice, lipidne 1 polimerne nanocestice.

U ovome radu pripravljene su lipidno-alginatne nanocestice s deksametazonom.
Alginat se cCesto koristi U pripravi terapijskih nanosustava zahvaljujué¢i njegovoj
biokompatibilnosti, biorazgradljivosti te mukoadhezivnosti (Gombotz i Wee, 1998). Lipidi
koristeni u pripravi nanocestica su lecitin S45 (u svom sastavu ima 45% fosfatidilkolina) i
dimetildioktadecil amonij bromid. Lecitin je smjesa fosfolipida koja posjeduje emulgirajuca
svojstva. Prikladan je za izradu nosaca lipofilnih lijekova, siguran je i biokompatibilan
(Clementino i sur., 2016). Dimetildioktadecil amonij bromid je tetraalkil amonijev spoj.
Sadrzi dugi alkilni lanac zahvaljuju¢i kojemu ima lipofilna svojstva. U izradi nanoCestica
koristen je kako bi omogucio elektrostatsku interakciju lipidne smjese s negativno nabijenim

alginatom (Planti¢, 2017).

Lipidno-alginatne nanocestice pripravljene s lecitinom S100 (> 94% fosfatidilkolina)

ve¢ su ranije ispitane i pokazale su se prikladnim sustavom za uklapanje deksametazona
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(Planti¢, 2017). Cilj ovog rada bio je pripraviti lipidno-alginatne nanocestice s
deksametazonom koriste¢i lecitin S45 kao glavnu lipidnu sastavnicu, odrediti im fizicko-
kemijska svojstva te ispitati biokompatibilnost in vitro. Pripravljene nanocestice
karakterizirane su s obzirom na veli¢inu 1 raspodjelu veli¢ina nanocestica, povrSinski naboj,
sadrzaj 1 profil oslobadanja uklopljenog lijeka. Biokompatibilnost nanocestica s
deksametazonom odredena je pracenjem metabolicke aktivnosti imortaliziranih stanica

humanog epitela roznice (HCE-T) nakon tretiranja suspenzijama nanocestica.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

U ovome istrazivanju, za pripravu lipidno-alginatnih nanocestica koristen je
dimetildioktadecil amonij bromid (DDAB; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka), lecitin
S45 (Lipoid GmbH, Njemacka) i natrijev alginat (Protan, Norveska). U nanocestice je
uklopljen lijek, deksametazon (Sanofi Aventis, Francuska). Etanol (96%, Kemig, Hrvatska) je
korisSten za pripravu otopine lecitina. Otopina NaCl (10 mM, Kemig, Hrvatska) koriStena je za
razjedivanje suspenzija nanocestica prije mjerenja zeta-potencijala. Pufer balansiran
Hankovim solima (engl. Hank's balanced salt solution, HBSS; pH 7,4) pripravljen je
otapanjem bezvodnog kalcijevog klorida (CaCl, bezvodni; 140 mg L), magnezijevog klorida
(MgCl, x 6H20; 100 mg L), magnezijevog sulfata (MgSO4 x 7H.0; 100 mg L), kalijevog
klorida (KCI; 400 mg L), kalijevog dihidrogenfosfata (KH2PO4; 60 mg L™), natrijevog
bikarbonata (NaHCOs; 350 mg L), natrijevog klorida (NaCl; 8000 mg L™); dinatrijevog
hidrogenfosfata (Na;HPOs bezvodni; 48 mg L7), D-glukoze (1000 mg L?) i 4-(2-
hidroksietil)-1-piperazinetansulfonske kiseline (HEPES; 30 mM) u procis¢enoj vodi.
KoriStena je natrijeva luzina (T.T.T. d.o.0., Hrvatska) za podeSavanje pH pufera balansiranog
Hankovim solima. Ispitivanje biokompatibilnosti lipidno-alginatnih  nanocestica s
deksametazonom provedeno je na HCE-T/R stanicama (engl. Human Corneal Epithelial cells
— Transformed, #158, Svicarska). Medij koriSten za uzgoj stanica je DMEM F-12 (engl.
Dulbecco's Modified Eagle's Medium), a sadrzavao je dimetilsulfoksid (DMSO, engl.
Dimethyl sulfoxide Cell culture grade, AppliChem GmbH, Njemacka), epidermalni faktor
rasta (engl. Epidermal Growth factor E9644-ZMG, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Njemacka), humani inzulin (engl. Insulin solution human, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Njemacka), fetalni govedi serum (engl. Fetal Bovine serum Heat Inactivated, Biosera,
Missouri, SAD) te antibiotike (penicilin, streptomicin, amfotericin B, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Njemacka). U pripremi stanica za odredivanje vijabilnosti koriSteni su tripsin
(Trypsin 2,5%, Lonza, Belgija), EDTA (200mg/L Versene (EDTA), Lonza, Belgija) i fosfatni
pufer (PBS, engl. Phosphate Buffered Saline; Lonza, Belgija). Za odredivanje viabilnosti
stanica nakon tretiranja suspenzijom nanocestica s lijekom koristen je [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-25-difeniltetrazol bromid] (MTT; BioChemica, AppliChem, Njemacka) i izopropanol
(VWR Chemicals, Francuska).
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3.2. Metode

3.2.1. Priprava nanocestica

Za pripravu lipidno-alginatnih nanocestica s deksametazonom ectanolna faza
pripravljena je otapanjem lecitina S45 (25 mg ml™?), kationskog lipida (DDAB; 0,2 mg ml?,
0,28 mg mlt, 0,32 mg mI? ili 0,36 mg ml?) i deksametazona (5 mg ml?) u 96 %-tnom
etanolu. Maseni omjer lecitina i kationskog lipida iznosio je redom: 50:5, 50:7, 50:8 i 50:9,
ovisno o koncentraciji kationskog lipida u etanolnoj otopini. Maseni omjer lecitina i

deksametazona kod svih uzoraka bio je 1:5.

Pripravljena je i otopina alginata u pro¢is¢enoj vodi (10 mg ml™?). Alikvot otopine

alginata od 0,5 ml razrijeden je pro¢is¢enom vodom do volumena od 23 ml.

Nanocestice s uklopljenim deksametazonom pripravljene su injektiranjem 2 ml
etanolne otopine lecitina, kationskog lipida i deksametazona u 23 ml razrijedene otopine
alginata uz mijeSanje na magnetskoj mijesalici brzinom od 890 okr/min. Za injektiranje je
koristena Hamiltonova igla unutarnjeg promjera 0,75 mm. Pripravljene suspenzije
nanoGestica filtrirane su kroz membranski celulozni filter (0,45 pum, Millipore, Svicarska)
kako bi se odijelio neukopljeni (precipitirani) deksametazon od nanocestica s uklopljenim

lijekom. Filtrirani uzorci koristeni su u svim daljnjim ispitivanjima (Planti¢, 2017).

Prazne nanocestice pripravljene su injektiranjem 2 ml etanolne otopine lecitina i
kationskog lipida u 23 ml razrijedene otopine alginata, te su koriStene kao kontrolni uzorci u

daljnim ispitivanjima.

3.2.2. Odredivanje veli¢ine i zeta-potencijala nanocestica

Metodom fotonske korelacijske spektroskopije (engl. Photon correlation
spectroscopy; PCS) na uredaju Zetasizer 3000 HS (Malvern Instruments, UK) odredeni su
veli¢ina, polidisperznost i zeta-potencijal praznih nanocestica te onih s uklopljenim lijekom.
Prije mjerenja veli¢ine 1 polidisperznosti, suspenzija nanocestica razrijedena je procis¢enom
vodom u volumnom omjeru 1:4. Zeta-potencijal nanocdestica mjeren je u uzorcima

razrijedenim 10 mM otopinom NaCl u volumnom omjeru 1:4.
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Pri odredivanju veliine i zeta-potencijala nanocestica PCS metodom uzorak se obasjava
koherentnom He-Ne laserskom zrakom (A = 633 nm, 10 mW) koja se rasprSuje na
dispergiranim Cesticama pod kutom od 90°. Pri tome dolazi do fluktuiranja intenziteta
rasprSene svjetlosti, jer su dispergirane Cestice u stalnom (Brownovom) gibanju. Biljezi se
intenzitet rasprSene svjetlosti u vremenu. Vrijednost zeta-potencijala odreduje se indirektnim
mjerenjem elektroforetske pokretljivosti ¢estica. U promjenjivom elektriénom polju nabijene
se Cestice gibaju i rasprSuju svjetlost. Frekvencija intenziteta rasprSene svjetlosti mijenja se
ovisno o brzini gibanja Cestica. Biljezi se intenzitet rasprSene svjetlosti te iz tog spektra
frekvencija racuna se elektroforetska pokretljivost, odnosno zeta-potencijal. Mjerenja su
provedena pri 25°C (Hafner, 2008).

3.2.3. Odredivanje uspjeSnosti uklapanja lijeka

Koli¢ina uklopljenog lijeka odredena je na uredaju UPLC (eng. Ultra-Performance
Liquid Chromatography; Agilent Infinity 1290, Agilent, California, USA). KoriStena je
Acquity UPLC BEH Shield RP18 kolona (1.7 um, 2.1 mm x 50 mm) (Waters, Massachusetts,
USA), a cluacija je bila izokraticna. Otapalo, natrijev acetat pripremljeno je otapanjem
CH3COONa x 3H>0 (Kemika, Zagreb, Hrvatska) u Milli-Q™ vodi (0.3 mg/ml) (Merck-
Millipore, Massachusetts, USA). Pomoc¢u ledene octene kiseline (Merck-Millipore), pH je
prilagoden na 4.5. Otapalo je filtrirano kroz celulozni membranski filter (0.2 xm; Whatman,
Germany) prije upotrebe. Kao mobilna faza koriStena je smjesa otapalo/acetonitril (Merck-
Millipore). Brzina protoka mobilne faze bila je 0,4 ml/min pri temperaturi od 50°C. Vrijeme
zadrzavanja lijeka bilo je 1,18 min, a detekcija je provedena na 254 nm. Suspenzije
nanocestica s deksametazonom razrijedene su 50 puta u metanolu te filtrirane prije analize
(Whatman® Spartan® syringe filters, regenerated cellulose membrane, pore size 0.22 pm)
(Planti¢, 2017). SljedeCe formule koriStene su u raunanju sadrzaja uklopljenog lijeka

(Planti¢, 2017):

Uspijesnost uklapanja deksametazona (UU):

UU={[masa uklopljenog lijeka] / [teorijska masa lijeka]} x 100

Sadrzaj deksametazona u nanoCesticama (engl. drug loading, DL(%)):

DL (%)={[masa uklopljenog lijeka] / [masa nanocestica]} x 100
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Sadrzaj lijeka (C) u suspenziji nanocestica odreden je prema jednadzbi:

C (ng/ml) = [masa uklopljenog lijeka] / [volumen suspenzije nanocCestical].

3.2.4. Invitro oslobadanje deksametazona iz nanocestica

Profil oslobadanja deksametazona iz lipidno-alginatnih nanocCestica ispitan je
metodom dijalize. Suspenzija nanocestica s deksametazonom (2 ml, tj. 10 mg lijeka) stavljena
je u dijalizacijsku vreéicu od celuloza acetata (Spectra/Por®, MW cut-off 12-14 kDa,
Medicell International Ltd, UK) te je vrecica zatvorena s obje strane i prenesena u casu s
30 ml 0,03% (m/m) vodene otopine natrij dodecil sulfata (receptorski medij). Medij je
konstantno mijesan magnetskim mjesa¢em pri brzini od 150 okr/min kako bi se eliminirao
utjecaj stacionarnog difuzijskog sloja na brzinu oslobadanja lijeka. Alikvoti receptorskog
medija (2 ml) uzimani su svakih sat vremena, tijekom 5 sati te nakon 24 sata te su, nakon
svakog uzimanja, nadomjesteni svjezim medijem. Svaki uzorak razrijeden je s 1 mL
prociS¢ene vode i zaleden u eppendorf epruvetama kako bi nakadno bio analiziran sadrzaj
deksametazona. Analiza je obavljena na uredaju UPLC kako je opisano u odjeljku 3.2.3..
Suspenzije nanocCestica s deksametazonom razrijedene su 50 puta u metanolu te filtrirani prije
analize (Whatman® Spartan® syringe filters, regenerated cellulose membrane, pore size 0.22
pm). Na isti naCin je odredena koncentracija lijeka u suspenziji nanocestica unutar
dijalizacijske vrecice na kraju ispitivanja oslobadanja lijeka in vitro. Sva mjerenja radena su u

triplikatu.

Sliénost profila oslobadanja deksametazona iz lipidno-alginatnih nanocestica
pripravljenih s razli¢itim masenim omjerom kationskog lipida i lecitina procijenjena je

temeljem faktora sli¢nosti (engl. similarity factor, f2):

100

f, =50-log

t=n

SRO-TOF
1+ .

gdje je n = broj eksperimentalnih tocaka, R(t) = srednji postotni udio oslobodenog lijeka iz
referentnog pripravka u vremenu t, T(t) = srednji postotni udio oslobodenog lijeka iz

ispitivanog pripravka u vremenu t (Blazevi¢ i Mileki¢, 2015).
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3.2.5. Stanicna linija i uvjeti uzgoja

U ispitivanju vijabilnosti stanica nakon izlaganja lipidno-alginatnim nanocesticama s
deksametazonom koriStene su imortalizirane stanice humanog epitela roznice (HCE-T,;
RIKEN Cell Bank, Japan). Stanice su uzgajane u sljede¢im uvjetima: 37°C, 5% CO2 i 95%
relativne vlaznosti. Za uzgoj stanica koriSten je DMEM/F12 hranidbeni medij (Lonza,
Svicarska) u tikvicama povrsine 25, 75 i 150 cm? ili na plo¢ama sa 24 jazice (TPP,
Svicarska). Medij sadrzi fetalni govedi serum, inzulin (5 pg ml™?), dimetil sulfoksid (0,5%),
epidermalni faktor rasta (10 ng mL™) te antibiotike, Penicilin/Streptomicin/Amfotericin B.
Stanice su uzgajane u sterilnim uvjetima. Konfluentnost je kontrolirana invertnim
mikroskopom (Primovert, Carl Zeiss AG, Njemacka), a nakon postizanja 80-90%
konfluentnosti, stanice su presadivane u novu tikvicu. Pritom je medij uklonjen, a stanice
isprane fosfatnim puferom. Zatim su stanice isprane
0,02 % (m/V) otopinom EDTA i inkubirane s 0,25 % (m/V) otopinom tripsina tijekom 5 min,
pri 37°C. Ucinak tripsina inhibiran je dodatkom DMEM/F12 medija u volumnom omjeru
prema tripsinu 3:2 nakon $to su stanice odvojene od podloge. Staniéni medij mijenjan je

svaka dva dana (Belanovi¢, 2015).

3.2.6. Ispitivanje biokompatibilnosti nanocestica in vitro

Kako bismo ispitali biokompatibilnost pripravljenih nanocestica na HCE-T stanicama,
stanice su nasadene na ploce s 24 jazice (TPP, Svicarska) pri gustoéi od 2x10* stanica/jaZici.
Nakon 2 dana postigle su odgovarajuc¢u konfluentnost. Suspenzije lipidno-alginatnih i lipidnih
nanocestica (koje su sluzile kao kontrola) razrijedene su HBSS puferom (pH 7.,4) do
koncentracije nanogestica od 50, 100, 200 i 400 pug ml™? (koncentracija nanocestica izraZena je
koncentracijom lecitina u sustavu). Stani¢ni medij je uklonjen i stanice su isprane HBSS
puferom (pH 7.,4). Stanice su zatim izlozene suspenzijama nanocestica tijekom 30 minuta.
Kao negativna kontrola koristene su stanice inkubirane u HBSS-u. Nakon 30 minuta, stanice
su isprane HBSS-om dva puta. Inkubirane su u svjezem staniénom mediju (500 pl/jazici)
tijekom 24 h.

Vijabilnost stanica odredena je MTT testom kojim ispitujemo mateboli¢ku aktivnost
stanica. Test se temelji na promjeni boje otopine MTT. Otopina je zute boje, a stanice pomocu

NAD(P)H-ovisne oksidoreduktaze mogu prevesti MTT u ljubicaste kristale formazana koji su
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netopljivi u vodi. Intenzitet ljubiaste boje mjeri se spektrofotometrijski, a izmjerena
apsorbancija izravno je proporcionalna metaboli¢koj aktivnosti stanica. Stanice su tretirane
otopinom MTT-a (5 mg ml?) u fosfatnom puferu (pH 7,4), u volumnom omjeru 1:10.
Inkubirane su tijekom 30 minuta pri 37°C. Zatim je otopina uklonjena, stanice lizirane, a
formazan otopljen u izopropanolu (30 ml izopropanola u 100 pl koncentrirane klorovodi¢ne
kiseline). Apsorbancija je mjerena pri valnoj duljini od 570 nm (Victor3, PerkinElmer, SAD).
Metaboli¢ka aktivnost stanica izrazena je kao relativna u odnosu na netretirane stanice

inkubirane u HBSS-u. Sva mjerenja radena su u kvadriplikatu (Belanovi¢, 2015).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Veli¢ina i zeta-potencijal nanocestica

U ovom radu pripravljene su i karakterizirane lipidno-alginatne nanocestice s

deksametazonom u ¢ijem sastavu su kao lipidne komponente koristeni lecitin S45 (45%

fosfatidilkolina) i kationski lipid DDAB u razli¢itim masenim omjerima. Veli¢ina, indeks

polidisperznosti i zeta-potencijal praznih nanocestica (K) i nanocestica s deksametazonom

(KD) prikazani su u Tablici 2. Kao kontrolni uzorci, pripravljene su i karakterizirane lipidne

nanocestice s najve¢im (LK9) i najmanjim (LKS5) udjelom kationskog lipida.

Lecitin je povrsinski aktivna tvar koja posjeduje emulgirajuéa svojstva. Sastoji se

najve¢im dijelom od fosfatidilkolina, fosfatidiletanolamina i fosfatidilinozitola. Dugo je u

upotrebi u izradi liposoma i nanocestica radi povoljnih svojstava — biorazgradljivosti i

biokompatibilnosti. Daje moguénost produljenog oslobadanja (Clementino i sur., 2016).

Tablica 1. Veli¢ina (srednji promjer), indeks polidisperznosti (PDI) i zeta potencijal

lipidno-alginatnih nanocestica

Uzorak Srednji promjer PDI Zeta potencijal
(nm) (mV)
LK5 104,1 +3,1 0,273 + 0,02 199+ 1,9
LK9 111,2+0,5 0,288 + 0,08 335+48
K5 200,7+ 17,3 0,278 £ 0,05 -32.8+1.4
K7 2089 +7,5 0,241 £ 0,06 -37,6£2,3
K8 208,423 0,233 £0,02 -37,0+0,9
K9 195,1+ 3,4 0,241 £ 0,01 -39,7+£1,5
K5D 191,6 £ 1,3 0,321 +0,03 -35,1+£0,7
K7D 197,0 £ 4,1 0,282 +0,03 -39,4+0,9
K8D 192,9 £1,8 0,279 £ 0,01 -40,8 £ 0,8
K9D 200,3 + 3,7 0,237 £0,01 -42,0 £ 0,6

LK — nanocestice od lecitina i kationskog lipida; K — nanocestice od lecitina, kationskog
lipida i alginata; KD — nanocestice od lecitina, kationskog lipida i alginata s uklopljenim
deksametazonom. Broj u oznakama uzoraka predstavlja masu kationskog lipida (mg)
koriStenu u pripravi nanocestica na 50 mg lecitina; Rezultat je prikazan kao srednja vrijednost
+ standardna devijacija (n=3).
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Dimetildioktadecil amonij bromid je kationski surfaktant. Moze se koristiti U
postizanju zeljenih kemijskih svojstava terapijskog sustava i U njegovoj stabilizaciji.
Surfaktanti klase dialkildimetil amonij bromida pokazuju veliku sli¢nost s lipidima jer imaju
dva duga hidrofobna lanca (Slika 5.). Opcenito pokazuju vecu biokompatibilnost od

jednolancanih lipida (Kanwar i sur., 2016).

Br

Slika 3. Dimetildioktadecil amonij bromid

U izradi nanocestica koristen je kako bi osigurao pozitivan naboj lipidne smjese i
elektrostatsku interakciju s negativno nabijenim alginatom. Takav postupak dobivanja
nanocestica naziva se ionotropno geliranje. Deksametazon ¢e se zahvaljujuéi svojoj
lipofilnosti uklopiti u fosfolipidne lance lecitina. Zeta potencijal lipidnih nanocestica s
najmanjim i najve¢im sadrzajem kationskog lipida redom je iznosio 19,9 + 1,9 mV i 33,5 +
4,8 mV. Time je potvrdeno da je sadrzaj kationskog lipida koriSten u izradi nanocestica
odgovaraju¢ i da se moze ocekivati elektrostatska interakcija s alginatom.

Alginat je anionski polisaharid, ¢esto koristen u izradi terapijskih sustava zahvaljujuci
pogodnim svojstvima kao $to su biokompatibilnost, biorazgradljivost i mukoadhezivnost
(Gombotz i Wee, 1998). Dodatkom alginata, Cestice rastu i mijenjaju naboj u negativni
(Tablica 2.) sto dokazuje prisustvo alginata na povrsini nanocestica. Primjerice, lipidne
nanocestice pripravljene iz lecitina i kationskog lipida pri masenom omjeru od 50:9 (LK9;
Tablica 2) imale su srednji promjer od 111,2 + 0,5 nm 1 zeta-potencijal od 33,5 + 4,8 mV, dok
su odgovarajuce lipidno-alginatne nanocestice (K9; Tablica 2.) bile karakterizirane srednjim
promjerom od 195,1 + 3,4 nm i zeta-potencijalom od -39,7 = 1,5 mV. Veli¢ina nanoCestica
nije se znacajnije mijenjala s promjenom masenog omjera lecitina i Kationskog lipida.
Negativni naboj nanocCestica blago je rastao s povecanjem sadrzaja kationskog lipida jer se
time povecavala interakcija s negativno nabijenim alginatom. Dio negativno nabijenih
skupina alginata stupa u elektrostatsku interakciju s pozitivno nabijenim skupinama

kationskog lipida, dok je drugi dio, slobodan na povrsini nanoCestice, zasluzan za ukupni
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negativni naboj nanocestica. Slicna zapazanja ve¢ su zabiljezena pri pripravi lipidno-
alginatnih nanocestica s deksametazonom uz lecitin S100 kao glavnu lipidnu sastavnicu
(Planti¢, 2017). Medutim, koli¢ina kationskog lipida potrebna za postizanje odgovarajucih
svojstava nanocestica, poput odgovaraju¢eg naboja, bila je veca pri izradi nanoCestica od
lecitina S45, koji je negativniji, nego pri izradi nanocestica od lecitina S100 (Planti¢, 2017)
koji je manje negativan.

Nanocesticama je odreden i indeks polidisperznosti (PDI). On govori o ujednacenosti
veli¢ine unutar jedne serije nanocestica. Kre¢e se izmedu 0 i 1, gdje 0 oznacava da su sve
nanocestice jednake veli¢ine (monodisperzni sustav), a 1 da je uzorak izrazito polidisperzan.
Indeks polidisperznosti pripravljenih lipidno—alginatnih nanocestica je oko 0,27 iz Cega je
vidljivo da su nanocCestice relativno ujednacene veli¢ine. Polidisperznost nanocestica nije
znacajnije ovisila o masenom omjeru lecitina i kationskog lipida $to je ve¢ zapazeno kod
nanocestica pripravljenih od lecitina S100, kationskog lipida i alginata (Planti¢, 2017).

Nanocestice s uklopljenim deksametazonom imaju nesto manju veli¢inu od lipidno-
alginatnih nanocestica istog sastava bez uklopljenog lijeka. To moze znaciti da deksametazon
utjeCe na organizaciju lipida i polimera, odnosno strukturu nanocestice. To je takoder vec
uoceno kod nanocestica pripravljenih od lecitina S100, kationskog lipida i alginata (Plantic,
2017). Tome u prilog govori i blaga promjena zeta-potencijala nanocestica uslijed uklapanja

deksametazona.

4.2. Uspjesnost uklapanja deksametazona

Uspjesnost uklapanja (UU) je omjer mase uklopljenog lijeka i teorijske mase lijeka, tj.
mase lijeka upotrebljene u izradi nanocestica. Masa uklopljenog lijeka izrazena prema masi
nanocestica predstavlja sadrzaj lijeka u nanocesticama (engl. drug loading; DL). Masa
nanocestica jednaka je zbroju masa svih komponenti od kojih su nanocestice sastavljene
(masa lecitina, kationskog lipida, alginata i uklopljenog deksametazona). Koncentracija lijeka
u suspenziji nanoCestica (C) je omjer mase uklopljenog lijeka 1 volumena pripravljene
suspenzije.

S obzirom na sadrzaj uklopljenog lijeka, pripravljene lipidno-alginatne nanocestice
pokazale su se prikladnim nanonosacem deksametazona. UspjeSnost uklapanja
deksametazona u pripravljene lipidno-alginatne nanocestice kretala se izmedu 71,6 i 83,3 % te
je rasla sa smanjenjem sadrzaja kationskog lipida u nanocesticama. Tako je najveca

uspjesnost uklapanja zabiljezena kod uzorka pripravljenog s najmanjim sadrzajem kationskog

29



lipida (maseni omjer lecitina i kationskog lipida 50:5; K5D; Tablica 3.). U usporedbi s
nanocesticama pripravljenim s lecitinom S100 (Planti¢, 2017), nanocestice pripravljene u

ovom radu osigurale su bolje uklapanje deksametazona.

Tablica 3. UspjeSnost uklapanja, sadrzaj i koncentracija deksametazona u

suspenziji lipidno-alginatnih nanocestica

Uzorak* UuU (%) DL (%) C (ng/ml)
K5 83,3+1,9 11,9+0,3 333+8
K7 75,8+0,7 10,5+0,1 303+3
K8 716+15 9,8+0,2 286 + 6
K9 70,5+6,4 95+0,9 282 +25

UU — uspjesnost uklapanja lijeka; DL — sadrzaj lijeka; C — koncentracija lijeka u suspenziji
nanocestica; *Broj u oznakama uzoraka predstavlja masu kationskog lipida (mg) koristenu u
pripravi nanocestica na 50 mg lecitina. Rezultat je prikazan kao srednja vrijednost +
standardna devijacija (n=3)

4.3. Invitro oslobadanje deksametazona iz nanocestica

O brzini oslobadanja lijeka iz terapijskog sustava ovisi njegova apsorpcija i
raspolozivost na mjestu djelovanja. Metode koje se koriste za ispitivanje profila oslobadanja
lijeka in vitro mogu vise ili manje imitirati stvarne uvjete oslobadanja lijeka in vivo. Odabir
metode 1 njezinih postavki ovisi o tome ima li provodenje navedenog ispitivanja za cilj
usporediti razvijene pripravke prema profilu oslobadanja lijeka ili je temeljni cilj predvidjeti
ponasanje pripravka in vivo (Balzus i sur., 2016). U ovom radu, metodom dijalize odreden je
profil oslobadanja deksametazona tijekom 5 sati. Kao receptorski medij koriStena je otopina
natrij lauril sulfata (0,03%, m/m), kako bi se postigli uvjeti osigurane topljivosti. Usporedena
je brzina oslobadanja deksametazona iz lipidno-alginatnih nanocestica ovisno o sadrzaju

kationskog lipida u sustavu.
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Slika 6. Profil oslobadanja deksametazona iz lipidno-alginatnih nanoc¢estica tijekom 5
sati

K — lipidno-alginatne nanocestice s deksametazonom (broj oznacava mg kationskog lipida u
lipidnoj smjesi na 50 mg lecitina); DEX — otopina deksametazona u 0,03 % otopini natrij-
lauril sulfata

Udjeli oslobodenog deksametazona u ovisnosti o vremenu za sve pripravljene lipidno-
alginatne nanocestice prikazani su na Slici 6. Trend oslobadanja slican je za sve Cetiri vrste
nanocestica (t12 od 1 do 1,5 h; 80% uklopljenog lijeka oslobodi se nakon 5 h). Nanogcestice s
najmanje kationskog lipida (K5D) pokazuju najbrze oslobadanje lijeka, ali i nanocestice K7D
dostizu ih ve¢ nakon prvog sata. Nanocestice K8D osiguravaju neznatno sporije oslobadanje,
dostize prva dva nakon 3 sata, dok nanocestice K9D najviSe usporavaju oslobadanje lijeka, te
nakon 5 sati oslobadanja postiZzu isto oslobadanje lijeka kao i ostala tri sustava, 80% od
uklopljene koli¢ine. Kao pozitivna kontrola koristena je otopina deksametazona. Uklapanje
lijeka u nanocCestice rezultiralo je znacajnim usporenjem oslobadanja u odnosu na difuziju
lijeka iz otopine jedino u slucaju nanocestica s najveéim sadrzajem kationskog lipida (K9D; f»
=45,7). Usporedbom profila oslobadanja deksametazona iz preostalih lipidno-alginatnih
nanocestica s profilom difuzije deksametazona iz otopine nije utvrdena znacajna razlika (f2, je
iznosio 67,1, 57,2 i 61,9 redom za K5D, K7D i K8D). Utjecaj udjela kationskog lipida na
brzinu oslobadanja deksametazona zapazen je i kod nanocCestica pripravljenih od lecitina

S100, kationskog lipida i alginata (Planti¢, 2017).
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4.4. Biokompatibilnost nanocestica in vitro

Alginat 1 lecitin smatraju se netoksicnim, biokompatibilnim tvarima koje se cesto
koriste u pripravi inovativnih terapijskih sustava. Unato¢ tome potrebno je ispitati i
biokompatibilnost proizvedenih nanocestica. U ovom radu ispitivanje biokompatibilnosti
lipidno-alginatnih nanocestica s deksametazonom provedeno je na imortaliziranim stanicama
humanog epitela roznice (HCE-T). Te su stanice odabrane kao model jer je deksametazon
najucinkovitiji 1 najpotentniji kortikosteroid u lijeCenju bolesti oka (Zhang i sur., 2015). Osim
toga, velika je potreba za njegovim uklapanjem u nove terapijske sustave jer oblikovan u
konvencionalni ljekoviti oblik poput kapi za oko ne postize puni terapijski potencijal. U
detekciji vijabilnosti koriSten je MTT test, kolorimetrijski test redukcije tetrazolina. Ako
stanice nisu oSteCene, metabolicki su aktivne i reduciraju blijedozuti internalizirani MTT
pomocu dehidrogenaza u ljubicasto obojeni netopljivi formazan.

Boja je detektirana spektrofotometrijski i izmjerena apsorbancija izravno je
proporcionalna metaboli¢koj aktivnosti stanica. Ispitana je vijabilnost stanica tretiranih
suspenzijom nanocestica razli¢itih koncentracija (50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml,
400 pg/ml). Kao kontrolni uzorci koriStene su suspenzije praznih lipidnih (LK) i lipidno-
alginatnih (K)) nanocestica.

Provedena ispitivanja pokazala su da su razvijene lipidno-alginatne nanocestice
biokompatibilne sa stanicama epitela roznice u ispitivanim koncentracijama i vremenu
izlaganja, neovisno o sadrZaju deksametazona 1 masenom omjeru lecitina 1 kationskog lipida u

nanocesticama (Slika 7.1 8.).
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Slika 7. Vijabilnost stanica HCE-T nakon polusatnog izlaganja suspenziji lipidno-
alginatnih nanocestica.

Broj u oznakama uzoraka predstavlja masu kationskog lipida (mg) koristenu u pripravi
nanocestica na 50 mg lecitina. Suspenzije nanocestica u koncentraciji od 50 do 400 pg/ml
pripravljene su razrjedivanjem s HBSS-om (pH 7,4). Vijabilnost stanica izraZena je u
odnosu na stanice inkubirane u HBSS-u (pH 7,4). Rezultat je prikazan kao srednja
vrijednost = SD (n=3).
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Slika 8. Vijabilnost stanica HCE-T nakon polusatnog izlaganja suspenziji lipidno-
alginatnih nanocestica s deksametazonom.

Broj u oznakama uzoraka predstavlja masu kationskog lipida (mg) koristenu u pripravi
nanocestica na 50 mg lecitina. Suspenzije nanoCestica u koncentraciji od 50 do 400 pg/ml
pripravljene su razrjedivanjem s HBSS-om (pH 7,4). Vijabilnost stanica izrazena je u odnosu
na stanice inkubirane u HBSS-u (pH 7,4). Rezultat je prikazan kao srednja vrijednost + SD
(n=3).
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Biokompatibilnost razvijenih nanocestica ocekivana je s obzirom na njihov negativan
naboj i znatno manju moguc¢nost smanjenja vijabilnosti stanica u odnosu na pozitivho
nabijene nanocestice koje temeljem elektrostatske interakcije mogu dovesti do oStecenja
staniéne mebrane. Istodobno, ispitana je biokompatibilnost pozitivno nabijenih lipidnih

nanocestica pripravljenih iz lecitina i kationskih lipida (Slika 9.).
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Slika 9. Vijabilnost stanica HCE-T nakon polusatnog izlaganja suspenziji lipidnih
nanocestica.

Broj u oznakama uzoraka predstavlja masu kationskog lipida (mg) koristenu u pripravi
nanocestica na 50 mg lecitina. Suspenzije nanocestica u koncentraciji od 50 do 400 pg/ml
pripravljene su razrjedivanjem s HBSS-om (pH 7,4). Vijabilnost stanica izrazena je u odnosu
na stanice inkubirane u HBSS-u (pH 7,4). Rezultat je prikazan kao srednja vrijednost + SD
(n=3).

Nije uocen negativan utjecaj na vijabilnost HCE-T nanocestica usprkos izraZzenom
pozitivnom zeta-potencijalu, posebice u slu¢aju LK9 nanocestica (33,5 + 4,8 mV). Smanjena
toksic¢nost kationskog lipida uklapanjem u lipidne sustave s velikim udjelom biokompatibilnih
sastavnica kao $to je lecitin ve¢ je dokumentirana u literaturi (Kanwar i sur., 2016; Hariharan
i sur., 2006; Planti¢, 2017).
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ZAKLJUCCI

e Nanocestice pripravljene ionskom interakcijom alginata i smjese lecitina S45 i
kationskog lipida DDAB (50:5, 50:7, 50:8 i 50:9, m/m) pokazale su se prikladnima za
uklapanje deksametazona.

e Uspjesnost uklapanja deksametazona u lipidno-alginatne nanocestice iznosila je od
70,5 do 83,3 %. Nanocestice s masenim omjerom lecitina i kationskog lipida od 50:5

karakterizirane su najve¢im uklapanjem lijeka.

e Za sve pripravljene lipidno-alginatne nanocCestice, srednji promjer iznosio je oko
200 nm, neovisno o masenom omjeru lecitina i kationskog lipida, a indeks

polidisperznosti kretao se izmedu 0,237 i 0,321.

¢ Nanocestice su negativno nabijene. Zeta-potencijal kretao se izmedu -35,1 i -42,0 mV.
Negativni naboj nanocestica rasta0 je s porastom sadrzaja kationskog lipida u

njihovom sastavu.

e Produljeno oslobadanje deksametazona iz nanocestica postignuto je jedino u slucaju

nanocestica s najve¢im sadrzajem dimetildioktadecil amonij bromida.

e lzlaganje HCE-T stanica suspenzijama nanocestica u rasponu koncentracija od 50 do
400 pg/ml i trajanju od 30 minuta nije rezultiralo znacajnijim smanjenjem vijabilnosti

stanica.
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7. SAZETAK

Glukokortikoidi su hormoni steroidne strukture koji mogu biti prirodnog ili sintetskog
podrijetla. Djeluju protuupalno i imunosupresivno. Poremecaj njihove regulacije i djelovanja
povezuje se s etiologijom mnogih bolesti §to objasnjava njihov velik terapijski potencijal.
Topikalno se primjenjuju s ciljem lijeCenja dermatitisa (dermalna primjena), uveitisa
(oftalmicka primjena), astme (pulmonalna primjena), alergijskog rinitisa (nazalna primjena) i
ulceroznog kolitisa te Crohnove bolesti (enteralna primjena). Unato¢ brojnim nuspojavama,
deksametazon se smatra jednim od najsigurnijih glukokortikoida $to je dodatni razlog za

pronalaZenje novih, u€inkovitijih i sigurnijih oblika za njegovu primjenu.

Cilj ovog rada bio je pripraviti lipidno-alginatne nanocestice s deksametazonom,
koriste¢i lecitin S45 kao glavnu lipidnu sastavnicu, odrediti im sadrzaj lijeka, veli¢inu, zeta
potencijal te odrediti profil oslobadanja i ispitati biokompatibilnost in vitro. Lipidno-alginatne
nanocestice pripravljene su temeljem elektrostatske interakcije smjese lipida (lecitina S45 i
kationskog lipida dimetildioktadecil amonij bromida) i alginata. Koristenje lecitina S45 u
pripravi nanocestica rezultiralo je velikom uspje$sno$¢u uklapanja deksametazona (70,5 do
83,3 %). Nanocestice s razli¢itim masenim omjerom lecitina S45 i kationskog lipida (50:5,
50:7, 50:8 i 50:9) bile su srednjeg promjera izmedu 191,6 i 200,3 nm, negativnog zeta-
potencijala (izmedu -35,1 i -42,0 mV) te relativno velikog sadrzaja deksametazona (9,5 — 11,9
%). Nanocestice su osigurale produljeno oslobadanje deksametazona jedino u slucaju
nanocestica s najve¢im sadrzajem kationskog lipida. Biokompatibilnost nanocestica s
deksametazonom ispitana je pracenjem metabolicke aktivnosti stanica epitela roznice (HCE-
T) in vitro nakon izlaganja tretiranih suspenzijama nanodestica (50 — 400 pg ml™?). Tretiranje
HCE-T stanica suspenzijama nanocestica u ispitivanom rasponu koncentracija i trajanju nije
rezultiralo znacajnijim smanjenjem metabolicke aktivnosti odnosno Vijabilnosti stanica.
Provedena preliminarna ispitivanja ukazuju na potencijal razvijenih nanocestica za topikalnu

primjenu deksametazona.
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SUMMARY

Glucocorticoids are a group of natural and synthetic analogues of the steroid hormones
that exhibit multiple effects on the inflammatory and immune responses in human, resulting
in anti-inflammatory and immunosuppressive action and wide range of therapeutic
indications. Topical synthetic corticosteroids are used to treat various conditions such as
dermatitis (dermal delivery), uveitis (ophthalmic delivery), asthma (pulmonary delivery),
allergic rhinitis (nasal delivery), ulcerative colitis and Crohn's disease (enteral delivery).
Despite numerous side effects, dexamethasone is considered as one of the safest
glucocorticoids, giving rise to development of innovative platforms for its effective and safe

delivery.

The aim of this work was to prepare dexamethasone-loaded lipid/alginate nanoparticles
using lecithin S45 as the main lipid constituent, determine the drug loading, their size, zeta
potential and the release profile, also to investigate the biocompatibility in vitro.
Lipid/alginate nanoparticles were prepared based on ionic interaction between lipid mixture
(lecithin S45 and cationic lipid dimethyldioctadecylammonium bromide) and alginate. The
use of lecithin S45 for the preparation of nanoparticles resulted in high dexamethasone
entrapment efficiency (70.5 to 83.3%). Nanoparticles differing in lecithin S45 to cationic lipid
weight ratio (50:5, 50:7, 50:8 and 50:9) had mean diameter ranging from 191.6 to 200.3 nm,
negative zeta-potential (-35.1 to -42.0 mV) and relatively high dexamethasone content (9.5 to
11.9 %). Nanoparticles allowed sustained release of dexamethasone only in case of
nanoparticles with the highest content of cationic lipid. Biocompatibility of nanoparticles was
determined in vitro by evaluating metabolic activity of corneal epithelial cells (HCE-T)
treated with nanoparticles suspension (50 — 400 ug ml-1). Cells treatment with nanoparticles
at concentration range employed resulted in no significant decrease in cell metabolic activity
(i.e. viability). These preliminary investigations show the potential of developed nanoparticles

for dexamethasone topical delivery.
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