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1. UvOD

Stjecanje novih znanja, njihova primjena i razvoj te unapredenje ve¢ postoje¢ih znanja,
klju¢ne su znacajke vrlo brzog znanstvenog napretka cjelokupne farmaceutske industrije, a
posebice njezine grane, farmaceutske tehnologije. Velik broj znanstvenika ulaze napore u
potrazi za novim rjeSenjima koji bi osigurali zadovoljavaju¢u potrosacku njegu i podigli

kozmeticke pripravke na najve¢u mogucu ljestvicu ucinkovitosti.

Medutim, jedna od glavnih prepreka razvoju vrlo moénih farmaceutika je slaba topljivost
mnogih lijekova u vodi (Chen i sur., 2011). 1z tog razloga uvedene su nove tehnike i novi
pristupi kako bi se poboljsala ucinkovitost djelatnih tvari, posebno onih koji imaju slabu

topljivost u vodi.

Osim slabe topljivosti u vodi, jedan od izazova ujedno je i pitanje kako dostaviti odredenu
djelatnu tvar na to¢no odredeno mjesto u toc¢no odredeni sloj koze. Postoje razli¢iti nacini
kojima su znanstvenici pokusali rijesiti te probleme, a posljednjih dvadesetak godina poseban

znacaj u rjeSavanju tih problema pokazuje tehnologija nanokristala.

Nanokristali, kao primjer novog transportnog sustava, obecavajuce su rjeSenje za razvoj

spomenutih formulacija i postizanje bolje uc¢inkovitosti slabo topljivih bioloski aktivnih tvari.

U razvoju formulacija vazno je zadovoljiti tri osnovna ¢imbenika: sigurnost, u¢inkovitost 1
stabilnost. lako je tehnologija nanokristala proucavana iznimno detaljno u posljednjih
nekoliko godina, njihova primjena u farmaceutskoj industriji je prvenstveno ograni¢ena zbog
zabrinutosti za stabilnost. Kompetencija izmedu potencijalne nestabilnosti nanokristala i
sposobnost nanokristala kako bi se zadovoljili zahtjevi za odrzavanjem farmaceutske

stabilnosti, promovirat ¢e razvoj tehnologije nanokristala.

Stoga, valja napomenuti da ¢e razvoj i primjena znanja nanotehnologije zasigurno doprinijeti

ucinkovitijem i sigurnijem lijeCenju brojnih stanja.



1.1. NANOKRISTALI

Nanokristali djelatne tvari pripadaju skupini suvremenih terapijskih nanosustava kojima se
nastoje poboljsati farmaceutsko-tehnoloSka (primjerice topljivost, fizicka 1 kemijska
stabilnost) 1i/ili biofarmaceutska (primjerice permeabilnost i bioraspolozivost) svojstva
djelatne tvari (Lovri¢ i sur., 2015). Razvoj nanokristala uslijedio je zbog nedostataka
postojecih tehnika za dostavu djelatnih tvari u ciljanoj terapiji. U odnosu na druge terapijske
nanosustave, gdje je omjer djelatne tvari prema drugim sirovinama koje ¢ine nanonosac,
nepovoljan zbog niskog uklapanja, nanokristali djelatne tvari gradeni su gotovo u potpunosti
od djelatne tvari, kao $to prikazuje slika 1, dok samo mali dio takvih nanosustava Cine

pomocne tvari (stabilizatori) koji su odobreni za izradu lijekova (Lovri¢ i sur., 2015).
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Slika 1. Osnovna struktura polimernih nanocestica, nanoemulzija, ¢vrstih lipidnih
nanoCestice (SLN) 1 nanostrukturiranih nosaca lipida (NLC) (= sve Cestice
matriksa) nasuprot nanokristalima lijeka. SLN su izradeni samo od krutog
lipida, NLC od smjese krutog i tekuceg lipida (ulja), ali oboje su ¢vrstog stanja
na tjelesnoj temperaturi. Matriksni sustavi imaju djelatnu tvar raspodijeljenu u
cijelom matriksu i / ili adsorbiranu na njihovu povrsinu (<< 100% djelatne
tvari); nanokristali se sastoje od 100% djelatne tvari (prilagodeno prema Miiller
i sur., 2011).



Visoki udio djelatne tvari ¢ini nanokristale vrlo uéinkovitim u transportu lijeka u ili do
stanice, dostizuc¢i dovoljno visoku terapijsku koncentraciju za farmakoloski ucinak (Miiller i
sur., 2011).

Osim toga, jo$ jedna od istaknutih prednosti nanokristala je ¢injenica da se mogu isporuditi
razli¢itim transportnim putevima kako bi se stvorili sustavi s produljenim vremenom
zadrzavanja.

Nanokristali su nanonizirane ¢estice tesko topljivih djelatnih tvari, odnosno ¢estice smanjene
na veli¢inu manju od 1000 nm. To su agregati 100-10000 atoma udruzenih u ,Xklastere*
(Pepic, 2014).

Ove cCestice mogu postojati i u amorfnom stanju, zbog ¢ega se naziv ,nanokristal” smatra
nedovoljno odgovaraju¢im. Da li ¢e do¢i do stvaranja kristalne ili amorfne forme ovisiti ¢e o
proizvodnoj metodi i zahtjevima. Smanjivanjem veli¢ine Cestica krutine djelatne tvari
povecava se broj Cestica i1 specifina povrSina krutine, dok se istodobno smanjuje promjer
Cestica krutine (Lovri¢ i sur., 2015).

Nanokristali su izradeni od djelatnih tvari koje su slabo topljive. Izradom slabo topljivih
djelatnih tvari u oblik nanokristala omoguceno je rjeSavanje mnogobrojnih biofarmaceutskih
problema kao Sto su primjerice preniska bioraspolozivost nakon oralne primjene, preniska
penetracija u kozu (niska dermalna biodostupnost), preveliki volumen ubrizgavanja za
intravensku primjenu te nezeljene nuspojave nakon intravenske primjene klasi¢nih
farmaceutskih oblika lijekova (npr. otopine sa solubiliziranom djelatnom tvari) (Miiller i sur.,
2011).

Znacajke nanokristala, kao $to su povecana topljivost, povecana brzina otapanja te povecana
adhezivnost upravo su temelj prevladavanja gore spomenutih biofarmaceutskih problema.
Takve znacajke se javljaju jer prijenos Cestica iz raspona makrodimenzija do nanodimenzija

mijenja njihova fizicko-kemijska svojstva (Miiller i sur., 2011).



1.2. FIZICKO-KEMIJSKA SVOJSTVA NANOKRISTALA

1.2.1. BRZINA OTAPANJA

Brzina otapanja krutina u otapalu dc,/dt moze se opisati Noyes-Whitneyjevom jednadzbom:

dc,
dt

=kXAX(c,—¢c,)

gdje je k konstanta brzine otapanja (tzv. intrinzicka konstanta koja ukljucuje viskoznost
otopine; $to je veca viskoznost manja je brzina otapanja), A specifi¢na povrsina krutine koja
se otapa, Cs topljivost krutine, a ¢, koncentracija djelatne tvari u otopini u vremenu t (Lovri¢ i
sur., 2015). Uzimajuci u obzir zakonitost Noyes-Whitneyjeve jednadzbe vidljivo je da ce
smanjenje veli¢ine Cestice dovesti po povecane specifiéne povrsine krutine te u konacnici do
poveéane brzine otapanja. Smanjivanjem veli¢ine jedne makrocestice krutine djelatne tvari
promjera 100 pm na promjer od 10 um standardnim postupkom mikronizacije, u sustavu od
jedne makrocestice nastaje 1000 mikroc€estica pri ¢emu se istodobno 10 puta povecava
specifi¢na povrsina krutine djelatne tvari. Stoga, mikronizacija predstavlja prikladan nacin za
uspjesno poboljsanje bioraspolozivosti lijekova gdje je brzina otapanja ograni¢avajuéi korak.
Medutim, ako se umjesto postupka mikronizacije primijeni postupak nanonizacije 1 veli¢ina
jedne makrocestice promjera 100 um smanji do veli¢ine od 200 nm, tada u sustavu od jedne
makrocestice nastaje 125 000 000 nanocestica pri ¢emu se istodobno 5 000 puta povecava

specificna povrsina krutine djelatne tvari (Lovri¢ 1 sur., 2015).

1.2.2. DEBLJINA STACIONARNOG DIFUZIJSKOG SLOJA

Nadalje, treba spomenuti smanjenje debljine stacionarnog difuzijskog sloja otapala oko
nanokristala odnosu na klasi¢ne mikro- i makrokristale (slika 2), a to ujedno rezultira

zna¢ajnim povecanjem koncentracijskog gradijenta (Lovri¢ 1 sur., 2015).
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Slika 2. Usporedba mikrokristala (A) i nanokristala (B), njihove povrSinske

zakrivljenosti i koncentracijskog gradijenta preko debljine stacionarnog

difuzijskog sloja (h) (prilagodeno prema Junghanns, 2008).

1.2.3. TOPLJIVOST

Topljivost djelatne tvari je glavni ograni¢avajuéi parametar koji odreduje put i obim njezinog
prijenosa kroz koznu barijeru. Rije¢ je o fizicko-kemijskom svojstvu djelatne tvari koje se
definira kao maksimalna koli¢ina djelatne tvari koja moZze biti otopljena u tocno odredenom
otapalu na to¢no odredenoj temperaturi. Medutim, usitnjavanjem takve tvari do
nanometarskog raspona dimenzija njezina topljivost se povecava, a $to je moguce objasniti
Ostwald-Freundlichovom jednadZbom koja opisuje odnos izmedu topljivosti krute tvari i
njezine veli¢ine Cestica:

C 2sV

log— =
%9 . T 2.303RTpr




gdje je cs topljivost krutine, cx koncentracija otopine u vremenu t, s povrsinska napetost na
grani¢noj povrsini ¢vrsto/tekuce, V molarni volumen cestica krutine, R opca plinska
konstanta, T termodinamicka temperatura, p gustoca krutine, r polumjer Cestica krutine
(Lovri€ 1 sur., 2015). Iz jednadzbe se moze zakljuciti da je topljivost obrnuto proporcionalna
veli¢ini Cestice djelatne tvari, prema tome smanjenjem veli¢ine Cestica krutine (r) povecava
njezina topljivost (cs). Osim o velicini Cestice djelatne tvari, topljivost uvelike ovisi i 0
strukturi kristalne reSetke djelatne tvari. Poznato je da djelatna tvar u amorfnom stanju
posjeduje bolju topljivost u odnosu na identi¢nu djelatnu tvar u kristalinicnom obliku,

zahvaljujuci vecoj energiji kristalne resetke.

1.3. SPECIFICNA BIOFARMACEUTSKA SVOJSTVA DJELATNE TVARI U
OBLIKU NANOKRISTALA

1.3.1. ADHEZIVNOST

Usporedbom s mikro¢esticama, djelatne tvari u obliku nanokristala, posjeduju izuzetnu
znacajku povecanja adhezivnosti na povrsini stanice / membrane, odnosno ciljnom mjestu.
Povecana adhezivnost nanokristala produzuje vrijeme kontakta, ali i vrijeme zadrzavanja
djelatne tvari na ciljnom mjestu te posljedi¢no povecava sposobnosti prianjanja i skracuje
vrijeme adsorpcije na ciljno mjesto. Poboljsanje adhezivnosti djelatne tvari u obliku
nanokristala posljedica je znac¢ajnog povecanja broja Cestica nanokristala i njihove specificne
povrsine postupcima nanoniziranja (slika 3) (Lovri¢ i sur., 2015). Opcenito vrijedi da veliki
broj malih Cestica puno bolje adsorbira na povr§inu membrane u odnosu na jedan kontakt koji

ostvaruje mikrocestica.



APSORPCIISKA MEMBRANA

1 MIKROKRISTAL
10 um

125 000 NANOKRISTALA
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Slika 3. U odnosu prema jednom kontaktu Cestice djelatne tvari veli¢ine 100 pum,
smanjenjem veli¢ine Cestica djelatne tvari do 200 nm ostvaruje se 125 000 000
kontakata s apsorpcijskom membranom (prilagodeno prema Lovri¢ i sur.,
2015).

Poboljsana svojstva adhezivnosti nanokristala djelatne tvari znacajno utjeCu na njezina druga
biofarmaceutska svojstva (primjerice, produljeno zadrzavanje na apsorpcijskoj membrani,
povecani obim apsorpcije, poboljSanu bioraspolozivost), posebno u slucaju oralnog i ne-
parenteralnih nacina primjene (primjerice, dermalne, pulmonalne, oftalmicke) gdje se djelatna
tvar u primjerenom farmaceutskom obliku primjenjuje izravno na membranu preko koje se

odvija njezina apsorpcija (Miiller i sur., 2011).

1.3.2. APSORPCIJA

Dokazano je da velic¢ina kristala djelatne tvari igra znacajnu ulogu kod apsorpcije. Veliki
kristali djelatne tvari imaju loSa svojstva apsorpcije, za razliku od manjih cestica, bilo
mikroCestica ili nanocCestica, koje rezultiraju boljom biodostupnoséu pokazujuéi time

znacajno bolja svojstva apsorpcije (slika 4).
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Slika 4. O veli¢ini ovisna svojstva apsorpcije kristala djelatne tvari (prilagodeno prema

Yallapu i sur., 2012).

Poboljsana apsorpcija djelatne tvari u obliku nanokristala posljedica je njihove poveéane
topljivosti (cs), brzine otapanja (dc/dt) na mjestu apsorpcije te prethodno objasnjenih
svojstava poboljSane adhezivnosti na apsorpcijskoj membrani (Lovri¢ i sur., 2015). U prilog
tome pripisuje se 1 povecani koncentracijski gradijent izmedu djelatne tvari uklopljene u oblik
nanokristala i ciljanog podrucja u koji djelatna tvar stize nakon prijenosa kroz apsorpcijsku
membranu. Pored svega spomenutog treba napomenuti da ¢e apsorpcija djelatne tvari u obliku

nanokristala ponajvise ovisiti o specifi¢nim karakteristikama pojedinog mjesta primjene.

1.3.3. BIORASPOLOZIVOST

Kao posljedica prethodno opisanih fizi¢ko-kemijskih (poveéana topljivost, brzina otapanja i
specificna povrSina) i biofarmaceutskih (poboljSana svojstva adhezivnosti) znacajki djelatne
tvari u obliku nanokristala, bioraspolozivost je takve djelatne tvari znacajno poboljSana u
usporedbi s djelatnom tvari u mikrometarskom ili veéem rasponu dimenzija (Lovri¢ i sur.,
2015). Poboljsana bioraspolozivost djelatnih tvari u obliku nanokristala dovodi do smanjenja
primjenjene doze i vremena, smanjenja moguc¢ih nuspojava, a u konacnici rezultira ve¢im
zadovoljstvom i povjerenjem krajnjeg korisnika. Iz tog razloga uklapanje djelatne tvari u
oblik nanokristala predstavlja zanimljivu 1 potencijalno korisnu metodu za poboljSanje

bioraspolozivosti.



1.3.4. DJELOTVORNOST

Prilikom razvoja formulacije djelatne tvari u obliku nanokristala potrebno je klinickim
pokusom ispitati djelotvornost. 1z tog razloga, provode se brojna ispitivanja koja ukljucuju
razli¢ite in vitro 1 ex vivo modele za ispitivanja. KoriStenje organskog otapala prilikom
razvoja zadane formulacije mozZe stvarati probleme kada se rezultati ispitivanja in vitro
nastoje potvrditi ispitivanjima in vivo. Uc¢inak organskog otapala na rezultate ispitivanja na in
vivo modelu ne bi trebalo zanemariti, a izostavljanje organskog otapala pri in vivo
ispitivanjima najcesce rezultira talozenjem djelatne tvari zbog njezine ogranicene topljivosti u
fizioloskim teku¢inama (Lovri¢ i sur., 2015). Imajuc¢i na umu navedena ogranicenja, idealno
rjeSenje za prevladavanje problema tijekom ranih faza istrazivanja i razvoja novih djelatnih
tvari pokazuje upravo tehnologija nanokristala. Smanjenjem veli¢ine Cestica do
nanometarskih dimenzija postizu se zadovoljavajuéi rezultati za razlicita probirna in vitro
ispitivanja, kao i za in vivo ispitivanja njegovog ucinka. Brojnim in vivo ispitivanjima
opazena su poboljSanja lokalne ili sistemske ucinkovitosti nanonizirane djelatne tvari u
usporedbi sa standardno usitnjenom djelathom tvari (Lovri¢ i sur., 2015). Prethodno
spomenuto poboljsanje objasnjava se svojstvima nanokristala djelatne tvari da se puno bolje
apsorbiraju 1 postizu znac¢ajno vecu bioraspoloZivost. lako im sva navedena svojstva idu u

prilog, razvoj nanokristala djelatne tvari jo$ uvijek je u relativno ranoj fazi.

1.4. PREGLED FARMACEUTSKO-TEHNOLOSKIH POSTUPAKA OBRADE TVARI
U OBLIK NANOKRISTALA

Obzirom na izradu nanokristala djelatne tvari farmaceutsko-tehnoloske metode moguce je
podijeliti u dvije glavne skupine: (i) metode smanjenja veli¢ine Cestica (engl. top - down
methods) te (ii) metode povecanja veliCine Cestica (engl. bottom - up methods) (Lovri¢ i sur.,
2015).

Kako ni jedna ni druga metoda nisu u potpunosti savrSene, u vidu prevladavanja odredenih
nedostataka razvijene su i kombinirane tehnologije.

U vidu individualizacije terapije ove metode otvaraju puteve izrade nanocestica po myjeri,
nudeci pri tom zanimljive mogucénosti ugradnje viSestrukih aktivnih djelatnih tvari u jedan

nanonosac. Tablica prikazuje pregled raznih tehnologija za izradu nanokristala.



TABLICA 1. Pregled tehnologija koriStene za nanokristalne formulacije (Liu, 2013).

TEHNIKA NANOKRISTAL KOMPANIJA

Metoda taloZenja Bottom-up Hydrosol® Sandoz/ Novartis
Metoda taloZenja Bottom-up Nanomorph® Soligs/ Abbott
Metoda vlaznog mljevenja Top-down Nanocrystal® NanoSystems/élan
Metoda visokotla¢nog ® SkyePharma

L Top-down IDD-P
homogeniziranja Canada Inc.
Metoda visokotla¢nog ; ®

- Top-down Dissocubes SkyPharma
homogeniziranja
Metoda visokotla¢nog ®

S Top-down Nanopure PharmaSol
homogeniziranja
Kombinirani postupci - NanoEdge® Baxter

Kombinirani postupci

smartCrystal®

PharmaSol Berlin/
Abbott

1.4.1. METODE POVECANJA VELICINE CESTICA

Metode povecanja veli¢ine Cestica djelatne tvari (engl. bottom-up methods ) tehnike su kojom

se nanokristali dobivaju talozenjem i kontroliranim rastom kristala, od otopljenih molekula do

nanodestica.

1.4.1.1. METODA TALOZENJA

Mehanizam ove metode ukljucuje solubilizaciju djelatne tvari u pogodnom otapalu, vrlo Cesto

u razli¢itim organskim otapalima, nakon Cega slijedi taloZenje otopljenje djelatne tvari

dodavanjem antiotapala (slika 5). Antiotapalo se mora mijeSati s otapalom u kojem je

otopljena djelatna tvar, ali djelatna tvar ne smije biti topljiva u antiotapalu) (Lovri¢ i sur.,

2015).
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Slika 5. Shematski prikaz postupka izrade nanokristala djelatne tvari metodom

taloZzenja (prilagodeno prema Lovri¢ i sur., 2015).

MijeSanje otopine djelatne tvari i antiotapala provodi se u uredajima za mijeSanje koji se
osnivaju na rotaciji, mlaznom mijeSanju (engl. liquid jets) ili viSekanalnom vrtloZznom
mijesanju (engl. multi-inletvortex mixing) (Lovri¢ i sur., 2015). Osim taloZenja otapalo-
antiotapalo, taloZenje djelatne tvari moze se postiéi i superkriti¢nim fluidima te kontroliranim
uklanjanjem otapala (Shegokar i Miiller, 2010). Polaze¢i od molekula u otopini, molekule se
agregiraju tvore¢i nanocCestice koje mogu biti amorfne ili kristalne. lzrada nanokristala
djelatne tvari metodom talozenja, metoda je, koja se odlikuje nekim prednostima. Prije svega
to je jednostavnost izvedbe te isto tako ne manje vazna ekonomic¢nost same izrade, buduci da
metoda zahtijeva opremu nize cijene. Glavni nedostaci izrade nanokristala metodom talozenja
jesu slozenost kontrole takvog postupka te uspostavljanje uvjeta kontroliranog taloZenja
(Lovri¢ i sur., 2015). Takoder, valja spomenuti da se otapala koriStena za talozenje obi¢no
teSko uklanjaju, stoga postoji mogucnost zaostajanja male koli¢ine organskog otapala u

kona¢nom pripravku. 1z tog razloga potrebna je pravilna kontrola ostatnog otapala kako bi se
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ogranicila potencijalna toksi¢nost organskih otapala, 0dnosno u konac¢nici svela na minimum.
Pravilno koristenje i pazljivo rukovanje organskim otapalima izmedu ostalog bitno je i za sam
konacni pripravak, kako bi se izbjegle potencijalne fizicke i kemijske nestabilnosti
uzrokovane eventualno zaostalim otapalom te sprijeéile moguce promjene kristalnog stanja

tijekom skladistenja.

1.4.2. METODE SMANJENJA VELICINE CESTICA

Metode smanjenja veli¢ine cestica (engl. top-down methods) predstavljaju metode koje
zapocCinju od velikih kristala u mikrometarskim dimenzijama te se smanjuju do nanometarskih
dimenzija umanjujuci kristale. Ove metode mogu se podijeliti u dvije velike skupine: metode
vlaznog mljevenja te metode visokotlatnog homogeniziranja. Rije¢ je o metodama koje
koriste velike sile za smanjenje veliCine Cestica te mogu biti primjenjene na Sirok raspon

djelatnih tvari s problemima topljivosti.

1.4.2.1. METODA VLAZNOG MLJEVENJA

Vlazno mljevenje (engl. wet milling) najvise je koriStena metoda izrade nanokristala djelatne
tvari u farmaceutskoj industriji (Lovri¢ i sur., 2015). U pocetku se koristilo suho mljevenje
(engl. jet milling) za smanjenje veliine Cestica, medutim metoda nije bila dovoljno
ucinkovita za dobivanje Cestica u nanometarskom rasponu. Upravo iz tog razloga, metoda
suhog mljevenja postupno je zamijenjena metodom vlaznog mljevenja koja je ponudila bolje
mogucnosti za postizanje nanonizacije. Metoda vlaznog mljevenja klasicna je tehnologija koja
ukljucuje komoru za mljevenje, disperzijski medij te odgovarajuci stabilizator kako bi se
postiglo odgovarajue smanjenje veli¢ine Cestica. Ovisno o prirodi Cestica djelatne tvari,

metoda vlaznog mljevenja moze se razvrstati na niskoenergetske i vioskoenergetske procese.
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Slika 6. Shematski prikaz postupka izrade nanokristala djelatne tvari metodom vlaznog

mljevenja (prilagodrno prema Lovri¢ i sur., 2015).

1.4.2.1.1. METODA NISKOENERGESTSKOG VLAZNOG MLJEVENJA

Komora za mljevenje, ispunjena kuglicama za mljevenje, stabilizatorom i disperzijskim
medijem (npr. voda, pufer ili organsko otapalo), rotira u uredaju za mljevenje vrlo velikom
brzinom (Liu, 2013). Prije samog pokretanja uredaja, sustav se puni djelatnom tvari u
mikroniziranom obliku koja je dispergirana u disperzijskom sredstvu uz dodatak najmanje
jednog stabilizatora (Lovri¢ i sur., 2015). Mljevenje, pomoc¢u kuglica i mjesaca, kolizija
Cestica djelatne tvari s kuglicama za mljevenje te posljedi¢no utjecaj jakih smicnih sila
dovode do smanjenja Cestica djelatne tvari u nanometarske dimenzije. Materijal upotrijebljen
za izradu kuglica za mljevenje koristenih u ovoj metodi ukljucuje keramiku, nehrdajudi Celik i
staklo (Liu, 2013). Parametri o kojima ¢e ovisiti rezultati ove metode brojni su, a isticu se:
svojstva Cestica djelatne tvari kao §to su gustoca i ¢vrstoca, vrsta i koncentracija koristenog
stabilizatora, viskoznost pripremljene suspenzije, koli¢ina djelatne tvari u komori za
mljevenje kao i koli¢ina, promjer i gustoca kuglica za mljevenje te na kraju brzina i1 vrijeme

samog procesa i utrosak energije (Liu, 2013).
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Iako je sama metoda prili¢no ucinkovita, ipak ukljucuje 1 neke nedostatke. Kako je rijec¢ o
jednoj niskoenergetskoj metodi, ona zahtijeva dugo vrijeme proizvodnje. Dugo trajanje
procesa mljevenja dovodi do opasnosti od erozije kuglica za mljevenje tijekom samog
procesa, a ujedno i1 povecava rizik mikrobioloske kontaminacije koja bi mogla u konacnici
narusiti kakvo¢u konacnog pripravka. Takoder, veliki problem je i1 razdvajanje kuglica za

mljevenje od kona¢nog produkta.

1.4.2.1.2. METODA VISOKOENERGESTSKOG VLAZNOG MLJEVENJA

Alternativa gore opisanom postupku niskoenergetskog vlaznog mljevenja je visokoenergetsko
vlazno mljevenje (engl. high energy wet ball milling) koje je zbog manjeg utroska vremena
industrijski prikladnije (Lovri¢ i sur., 2015). Metoda ukljuéuje potiskivanje suspenzije
djelatne tvari pomocu crpke iz spremis$ne komore u komoru za mljevenje. Kao i kod metode
niskoenergetskog vlaznog mljevenja, smanjenje veliine cestica djelatne tvari u metodi
visokoenergetskog vlaznog mljevenja rezultat je djelovanja sila smicanja i tlaka unutar
komore za mljevenje $to nastaje kao posljedica utjecaja visoke energije. Kuglice za mljevenje
u ovom su slucaju takoder izradene od odredenog materijala koji mora biti kompatibilan s
drugim komponentama uredaja. Koristenje kuglica od cirkonijeva oksida moze rezultirati
oneciS¢enjem nanosuspenzije djelatne tvari zbog abrazije kuglica i/ili drugih dijelova uredaja.
Zbog toga se kao materijal za mljevenje koriste kuglice nacinjene od visoko umrezenog

polistirena izrazito elasti¢nih svojstva (Lovri€ 1 sur., 2015).

1.4.2.2. METODA VISOKOTLACNOG HOMOGENIZIRANJA

Metoda visokotla¢nog homogeniziranja (engl. high-pressure homogenisation, HPH) jedna je
od osnovnih metoda smanjenja veli¢ine Cestica, a ujedno i najviSe koriStena metoda za
proizvodnju nanokristala. Razvijene su mnoge metode koje se zasnivaju na ovom principu, a
one se razlikuju po uredaju 1 prirodi koriStenih otopina, kao Sto su DissoCubes, Nanopure,

Nanoedge, Nano-jet. Takvom metodom proizvodi se energija dovoljna za smanjenje Cestica
do nanometarskih dimenzija. Faktori koji mijenjaju veli¢inu Cestica su tlak, broj ciklusa
homogenizacije te osobine djelatne tvari. Tri su osnovne tehnologije obuhvacene takvom
metodom: (i) mikrofluidizacija (IDD-P™ tehnologija) (SkyePharma Canada), (ii)
homogenizacija na principu klipa i uskog otvora (eng. piston gap homogenization) u vodenom

(Dissocubes® tehnologija) (SkyePharma) ili nevodenom mediju (Nanopure® tehnologija)
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(PharmaSol) (Lovri¢ i sur., 2015). Tijekom procesa visokotlaéne homogenizacije, suspenzije
djelatne tvari uvodi se u homogenizator visokog tlaka i prisiljena pro¢i kroz vrlo uski
homogenizacijski put, izlozena je smanjenju pri visokom tlaku. Navedeni postupak sastoji se
obi¢no od tri koraka: (i) disperzija praskaste djelatne tvari u vodenoj otopini, (ii) Smanjenje
veli¢ine Cestica ultraturaznim mijeSanjem ili homogenizacijom pri niskim tlakom, (iii)
homogenizacija visokim tlakom za postizanje Zeljene veliine Cestica i raspodjele veli¢ine
Cestica (Lu i sur., 2016).

Tehnologija mikrofluidiziranja podrazumijeva proces smanjenja veli¢ine Cestica koji je
temeljen na parno-mlaznom homogeniziranju (eng. jet steam homogenization) pri ¢emu se
djelatna tvar pomocu crpke protiskuje pod tlakom od 1700 bar kroz sustav mikrofluidizatora.
U komori mikrofluidizatora Z ili Y tipa (slika 7) Cestice djelatne tvari se uslijed kolizije,

smicanja i kavitacije smanjuju do nanometarskih dimenzija (Lovri¢ i sur., 2015).

zona
~ smicanja

.\
\

niski
tlak P>

Slika 7. Shematski  prikaz  posebno  dizajniranin  homogenizacijskih  komora

mikrofluidizatora: Z ili Y tip (prilagodeno prema Lu i sur., 2016).

Tehnologija temeljena na koriStenju klipa i uskog otvora naziva se DissoCubes™ tehnologija.
Rije¢ je o proizvodnji suspenzije nanocestica djelatne tvari u vodenom mediju pri sobnoj
temperaturi. Pocetni korak obuhvaca predobradu djelatne tvari visokoturaznim mjeSanjem,
nakon cCega suspenzija djelatne tvari prolazi nekoliko visokotlatnih homogenizacijskih

ciklusa. Suspenzija Cestica djelatne tvari prolazi kroz mali otvor (= 5 pm) pod tlakom (= 1500
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bar), Sto dovodi do velike brzine protoka, pri ¢emu jake sile smicanja i vrtlozni protok
smanjuju veli¢inu Cestica djelatne tvari do nanometarskih dimenzija (slika 8). U ovom
slucaju, tlak je kljucan faktor za proizvodnju nanocestica djelatne tvari i moze se raditi sa
tlakovima od 100 do 1500 bara, ali se nekada moze primjenjivati tlak i do 2000 bara. Tlak
obi¢no stupnjevito raste od 10 % do 100 % kako bi se izbjeglo zacepljenje uskog otvora
homogenizatora (5-20 um), a s istim ciljem se provodi i predobrada suspenzije (Lovri¢ i sur.,
2015). Prolazak suspenzije Cestica djelatne tvari kroz otvor odvija se gotovo trenutacno,
unutar nekoliko milisekundi. Stoga, energija koja se stvara u tako kratkom vremenu nije
dovoljna za usitnjavanje svih Cestica do ujednacenih nanokristala aktivne supstance, ¢ak i pri
najve¢em dopustenom tlaku te se homogenizacijski ciklusi moraju ponoviti nekoliko puta
(Junyaprasert i Morakul, 2015). Prolaskom suspenzije djelatne tvari kroz uski otvor rezultira
redukcijom statickog tlaka ispod tlaka na kojem vrije voda, pri ¢emu dolazi do vrenja vode i
nastanka mjehuri¢a plina. Kada suspenzija djelatne tvari prode kroz otvor, nade se u prostoru
normalnog tlaka, mjehuric¢i implodiraju, a tim procesom stvaranja i implodiranja mjehurica,
smanjuje se veli¢ina Cestica djelatne tvari zbog kavitacije. Sile implozije su dovoljno velike
da razbiju mikrocestice djelatne tvari do nano veli¢ine (Yadollahi i sur., 2015). Osim
kavitacije, smanjenje veli¢ine Cestica nastaje takoder kao rezultat kolizije Cestica i visokih sila
smi¢nog naprezanja. Naravno, koriStenje vode kao medija moze imati odredene nedostatke,
primjerice, hidroliza djelatnih tvari osjetljivih na vodu ili problema tijekom naknadnog koraka
susenja (Junghanns, 2008). Uzimajuci obzir navedene nedostatke, razvijena je Nanopure®
tehnologija. Homogeniziranje se osniva na principu klipa i uskog otvora, ali proces se odvija
u nevodenom ili mediju sa smanjenim udjelom vode, ¢ime je smanjena moguénost hidrolize
djelatne tvari. Proces se odvija pri nizim tlakovima i temperaturama zbog Cega je izbjegnuta
kavitacija, a sile smicnog naprezanja i kolizija Cestica dovoljne su za zadovoljavajuce
smanjenje veli¢ine (Lovrié i sur., 2015). Obzirom na to da se ne koristi voda kao disperzijsko
sredstvo, metoda je pogodna za djelatne tvari koje su podlozne hidrolizi i termolabilnim

djelatnim tvarima.
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Slika 8. Osnovni princip visokotlaéne homogenizacije na principu klipa i uskog otvora

(Junghanns, 2008).

1.4.3. KOMBINIRANI POSTUPCI

S ciljem prevladavanja problema u vidu zacepljenja dijelova uredaja pri obradi sirovina
relativno velikih cestica (npr. u slucaju visokotlatnog homogeniziranja) i/ili problema
relativno dugog vremena obrade (npr. u sluc¢aju vlaznog mljevenja kada ukupno vrijeme
obrade ovisi o dimenzijama opreme i znacajno se povecava u proizvodnji velikih serija),
razvijene su kombinirane tehnologije (Lovri¢ i sur., 2015). Zahvaljuju¢i kombinaciji dviju
razli¢itih pojedina¢nih metoda, omogucéeno je njihovo provodenje na vi$oj i uspjesnijoj razini.
Opcenito, takve tehnologije kombiniraju korak predobrade praéen visoko energetskim
procesom. Prvi takav kombinirani postupak razvio je Baxter, zasticen pod nazivom
NanoEdge™ tehnologija. Pocetni korak koji obuhvaca ova tehnologija je predobrada sirovine
djelatne tvari talozenjem, a nakon $to su kristali istalozeni, slijedi postupak smanjenja veliCine
Cestica visokotla¢nim homogeniziranjem. Kombinacijom ovih dviju metoda dobiva se manja
veli¢ina Cestica djelatne tvari i veca stabilnost nanosuspenzije za kratko vrijeme. Precipitirana
suspenzija je dodatno homogenizirana smanjenjem veli¢ine Cestica i time smanjenom

mogucnosti rasta kristala (Patel 1 sur., 2016). Metode smanjenja veli¢ine Cestica kao prednost
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istiCu odsutstvo otapala, medutim, Baxterova NanoEdge™ tehnologija gubi tu prednost
upravo zbog koraka predobrade taloZzenjem, §to se ocituje prisutno$¢u nevodenog otapala u
konacnoj suspenziji. Nevodeno se otapalo moze ponasati kao suotapalo i tako nepovoljno
utjecati na stabilnost kona¢nog oblika (Lovri¢ i sur., 2015). Iako se u kona¢noj formulaciji
pristutnost nevodenog otapala moze tolerirati do odredene mjere, pozeljno je u potpunosti
ukloniti takvo otapalo. Imajuc¢i na umu navedeni nedostatak, prednost ove tehnologije je u
tome Sto pruza odredenu slobodnu djelovanja i razvijanja obzirom na ostale postojece
karakteristike u podru¢ju nanokristala.

U cilju prevladavanja gore spomenutih nedostataka NanoEdge™ tehnologije, razvijeni su
alternativni kombinirani postupci zasti¢eni pod nazivom smartCrystal® tehnologija. Rije¢ je o
tehnologiji koja obuhva¢a kombinaciju razlic¢itih procesa koji ili ubrzavaju proizvodnju
obzirom na broj prolazaka kroz homogenizator ili vode do jako malih nanokristala veli¢ine
ispod 100 nm i na taj na¢in omogucuju proizvodnju nanokristala to¢no optimiranih svojstava
te poboljSane fizicke stabilnosti. Tehnologija obuhva¢a predobradu sirovine suSenjem
raspr$ivanjem (H42 postupak), talozenjem (H69 postupak), liofilizacijom (H96 postupak) ili
vlaznim mljevenjem (CT postupak), a nakon Cega slijedi glavni postupak visokotlacnog
homogeniziranja (HPH postupak) ( Lovri¢ i sur., 2015).

Navedeni postupak prikladan je za industrijske razmjere i lako se uvec¢ava. Nudi mogucnost
stvaranja koncentriranije nanosuspenzije, uze distribucije veliine, poboljSane fizicke
stabilnosti, manje veli¢ine Cestica i smanjenog vremena proizvodnje, u usporedbi s primjenom
klasi¢ne visokotlacne homogenizacije.

Budu¢i je rije€¢ o drugoj generaciji metoda za proizvodnju nanokristala, takav je pristup jo$
uvijek relativno nov 1 samim time nisu jo$ u potpunosti razjasnjeni ¢imbenici koji utjecu na
poboljSanje smanjenja veliCine Cestica.

Stoga je vazno imati na umu da svaki dodatni korak u proizvodnji pridonosi sloZenosti
postupka obrade djelatne tvari i zbog toga se kombinirani postupci koriste samo ako nije

moguce primijeniti rutinske postupke.
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Slika 9. Kombinacija metode smanjenja veli¢ine Cestica i metode povecanja veliCine

Cestica koristena u proizvodnji nanokristala (prilagodeno prema Pawar i sur.,
2014).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Zahvaljujuci Sirokom spektru djelovanja, bioloski aktivne tvari prikladne su za primjenu kod
razlicitih stanja. Uvodenje bioloski aktivnih tvari u terapiju, ograni¢ena je njihovom slabom
topljivoséu u vodi S§to predstavlja ograniCavajuéi korak za postizanje adekvatne brzine
otapanja. Takvi parametri mogu utjecati na obim apsorpcije slabo topljivih djelatnih tvari i
tako onemoguciti postizanje odgovarajuce terapijske koncentracije. S ciljem prevladavanja
problema i neprimjerene bioraspolozivosti, pored klasi¢nih pristupa sve vece mjesto u
rjeSavanju ovog problema zauzima tehnologija nanokristala, koja se pokazala kao obecavajuéi

1 u€inkovit pristup rjeSenja.

Obzirom na barijeru koze, veliki je izazov razviti prikladnu formulaciju koja ¢e osigurati
dobru adheziju na povrsini koze kao i ucinkovitu i sigurnu dostavu djelatne tvari do ciljanog
mjesta. Zahvaljujué¢i prednostima koje nudi, razvoj dermalne primjene lijekova intenzivno

napreduje.

Nanokristali su od posebog interesa kod dermalne primjene lijekova, odnosno opcenito
djelatnih tvari, upravo zbog moguénosti kontroliranog oslobadanja uklopljenih djelatnih tvari.
Zahvaljujuéi tom svojstvu, nanokristali kao suvremeni transportni sustav omogucéuju da se

djelatna tvar kontrolirano oslobada.

Osnovni cilj ovog diplomskog rada bio je prouciti znanstvenu literaturu i pregledno izdvojiti
najnovije informacije vezane uz tehnologiju nanokristala. Proucavane i opisane informacije o
nanokristalima omogucit ¢e razumijevanje mehanizma djelovanja ovog suvremenog

transportnog sustava.
Nadalje, jedan od ciljeva ovog rada bio je prouciti prednosti i biofarmaceutske posebnosti

koje pruza dermalna primjena djelatnih tvari u obliku nanokristala, ali isto tako izdvojiti

pripadajuca ograni¢enja i probleme.
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3. MATERIJALI | METODE

Pretrazivanje literature online baza podataka obavljeno je elektronickim putem pomocu
umrezenog racunala koje ima online pristup bazama podataka. Pretrazene su bibliografska

baza podataka (PubMed) i baza podataka s cjelovitim tekstom (Science Direct).

Literatura je pretraZzena prema temi istrazivanja, predmetu istrazivanja, autorima i casopisu.
Pri pretrazivanju literature trazeni su odgovori na specifi¢na pitanja vezana za problematiku
ovoga diplomskog rada. Literatura je pretrazivana od opc¢ih prema specijaliziranim ¢lancima

pri ¢emu su odabrani ¢lanci relevantni za problematiku ovoga diplomskog rada.

Relevantni ¢lanci proucavani su analiti¢no 1 kritiéno, a vezano uz: definiranje znanstvenog
i/ili stru¢nog problema, istrazivanje postojecih znanja o definiranom problemu (literaturni
navodi), oblikovanje radne hipoteze, odabir eksperimentalnih metoda za ispitivanje hipoteze,
prikaz i analizu rezultata te izvedene zakljucke. Pri proucavanju relevantnih ¢lanaka izdvojeni
su najvazniji rezultati, rasprave i zakljucci, koji su prikazani ovim diplomskim radom. Na
temelju proucavanih ¢lanaka izvedena su vlastita razmatranja prouc¢avane problematike, koja

sastavni su dio ovoga diplomskog rada.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. DERMALNA PRIMJENA

cijelu povrsinu tijela. Iz tog razloga c¢ini barijeru izmedu ljudskog organizma i okolisa.
Posebnost koze upravo je njezina bifunkcionalna priroda i zahvaljuju¢i ucinkovitoj
homeostatskoj barijeri koju osigurava, koza posjeduje niz znacajnih funkcija. Prema tome,
iznimno je vazna funkcija koze kao ciljnog mjesta primjene i isporuke brojnih djelatnih tvari.

Razlikuju se dva nacina primjene lijeka preko koze obzirom na Zeljeni terapijski cilj: dermalni
(na povrsinu koze) za koji je karakteristi¢an lokalni uc¢inak i transdermalni (prijenos djelatne
tvari kroz kozu u sistemsku cirkulaciju). Dermalna primjena ima za cilj djelovati na oboljelo
mjesto i osigurati terapijsku dermalnu koncentraciju djelatne tvari (Kogan i Garti, 2006). U
dermalnoj dostavi lijekova jedan od glavnih izazova predstavlja postizanje adekvatne brzine
permeacije kroz kozu. Uzimajuéi u obzir anatomiju i fiziologiju koze, neke djelatne tvari nece
ostvariti Zeljeni farmakoloski u¢inak nakon lokalne primjene na kozu. Kako koza predstavlja
uc¢inkovitu barijeru, razvoj formulacije za dermalnu primjenu nije mogu¢ za sve djelatne tvari,
te mora postojati razlog za razvoj ovoga oblika dostave. Uspjeh u dermalnoj dostavi ovisiti ¢e
osim o koncentraciji same djelatne tvari i o propusnosti djelatnih tvari kroz roznati sloj buduéi
je on kao iznimno kompaktan sloj ograni¢avajuci faktor za proces penetracije djelatne tvari
kroz kozu. Nadalje, prilikom razvoja i proizvodnje formulacije nanokristala za dermalnu
primjenu potrebno je uzeti u obzir veli¢inu Cestica kristala djelatne tvari te njihove povrSinske
osobine. Takoder, treba istaknuti da se kod dermalne primjene lijekova preferiraju terapijski
sustavi bez kemijskih promotora apsorpcije, radi odrzavanja normalne barijerne funkcije
koZze. Primjena kemijskih promotora apsorpcije, kao Sto su povrSinski aktivne tvari i organska
otapala, moze dovesti do smanjenja barijerne funkcije koze te do iritacija i pojave oSteCenja
na kozi (Baroli, 2010). Zahvaljuju¢i svojoj maloj veli¢ini, nanokristali se gusto poredaju na
povrsini koze , formirajudi tako okluzivni sloj koji hidratizira koZzu povecavajuéi penetraciju i
propusnost djelatnih tvari. RasprSeni nanokristali se zadrzavaju dovoljno dugo, kako bi se
osiguralo polako otpustanje djelatne tvari. Penetracija djelatne tvari kroz kozu izmedu ostalog
ukljucuje procese oslobadanja djelatne tvari u roznati sloj (stratum corneum) te permeaciju i
difuziju djelatne tvari iz tog sloja kroz ostale slojeve koze. Proces oslobadanja djelatne tvari u
roznati sloj ovisiti ¢e o lipofilnim osobinama djelatne tvari, za razliku od difuzije iz roznatog

sloja kroz ostale slojeve koZze koja ¢e ovisti o hidrofilnim osobinama djelatne tvari. Zbog toga,
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djelatne tvari za dermalnu primjenu moraju imati afinitet i za lipofilne i hidrofilne faze,

odnosno odgovarajuée log P vrijednosti (Shen i sur., 2015).

4.2. PROBLEMI ISPORUKE U DERMALNOJ PRIMJENI

Posljednjih nekoliko godina, slabo topljive bioloski aktivne tvari pokazuju veliki znacaj u
dermalnoj primjeni, §to dokazuje ¢injenica da su od sve veceg interesa za dostavu u kozu u
kozmetici i1 njezi koze. Medutim, njihovo prodiranje u kozu izuzetno je nisko te relativno mali
postotak djelatnih tvari dostize svoj cilj kada se lokalno primjeni na kozu. Upravo iz tog
razloga te tvari ne posjeduju dovoljnu bioraspolozivost u kozi. Glavni problem je da su te
molekule slabo topljive u vodi te istodobno u uljima. U farmakokinetickom pogledu to
rezultira jako niskom topljivoscéu kao rezultat jako niskog koncentracijskog gradijenta izmedu
pripravka za kozu i1 same koze. Dugo vremena nije se pridavala paznja pametnim
transportnim sustavima za isporuku u kozu. Stvari su se promijenile kada se spoznalo da nije
dovoljno samo uklopiti bioloski aktivnu tvar kako bi se formirao konacni pripravak, ve¢ je
potrebno to izvesti koriste¢i prikladni tehnicki oblik koji osigurava dovoljnu bioraspolozivost
u kozi. Stoga su pametni transportni sustavi za isporuku slabo topljivih bioloski aktivnih tvari
u kozu sve veéi zahtjevi, ali i izazov farmaceutske industrije. Posebna je paznja pritom
usmjerena na nanocestice, zbog njihovog ucinkovitijeg prodiranja kroz roznati sloj koze i

njihovog ciljanog djelovanja (Baroli, 2010).

4.3. POTENCIJAL NANOKRISTALA U DERMALNOJ PRIMJENI

Nanotehnologijom mozemo utjecati na mehanizam penetracije lijeka kroz kozu, zbog toga Sto
ona osigurava kontrolirano oslobadanje djelatne tvari, povecano zadrzavanje djelatne tvari na
kozi, te pruza zastitu djelatne tvari od kemijskih ili fizickih nestabilnosti (Paese i sur., 2009).
Zbog prednosti koje nudi, intenzivno se radi na njezinom razvoju. Iz tog razloga veliki izazov
kojim se farmaceutska industrija ve¢ dugo suocava upravo je razviti formulaciju koja ¢e
osigurati prethodno navedene karakteristike, ali i poboljsati isporuku slabo topljivih djelatnih
tvari. Kao jedno od mogucih rjesenja navodi se uklapanje djelatnih tvari u oblik nanokristala.
Formulacija djelatne tvari u obliku nanokristala dovest ¢e do poveananog zasi¢enja
topljivosti djelatne tvari, Sto ¢e u konacnici dovesti do povecane difuzije djelatne tvari u kozu.
Trenutacno, smatra se da je povecanje ravnotezne topljivosti mehanizam koji vodi do

povecanja prodiranja formulacije nanokristala u kozu (Vidlarova i sur., 2016). To dovodi do
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povecanog koncentracijskog gradijenta izmedu dermalne formulacije nanokristala i koze, Sto

rezultira povecanim fluksom djelatne tvari u kozu (slika 10).
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Slika 10. Mehanizam prijenosa dermalno primijenjenih nanokristala (prilagodeno prema

Kobierski i sur., 2011).

Medutim, ako bi se to smatrao kao jedini mehanizam, sve dermalno primijenjene formulacije
nanokristala, koje sadrZze nanokristale jednake veli€ine te stabilizirane jednakim
surfaktantima, trebale bi teorijski pridonijeti istovjetnom prodiranju u kozu, neovisno koliko
nanokristala sadrze, odnosno da sadrze nanokristale barem u mjeri koja bi osigurala depo i
odrzala ravnoteznu topljivost. Kako bi se utvrdila postojanost te pretpostavke, Vidlarova i
suradnici  (2016) proveli su istazivanje kojim je ispitivana penetracija dermalnim
formulacijama koje sadrze smanjene koncentracije nanokristala od 2,0%, 0,2%, 0,02% i
0,002%. Imaju¢i na umu da u svim formulacijama postoji teorijski identi¢na ravnotezna
topljivost, ocigledno je oCekivati ucinak koncentracije ¢estica. Kao moguce rjesenje navodi se
da kod smanjenja koncentracije, gusto¢a nanokristala po jedinici povrSine takoder pada.
Suprotno tome, broj kontaktnih to¢aka izmedu nanokristala i koze raste kako se povecava
koncentracija nanokristala (povecana specifi¢éna povrsina). Osim difuzije na zasi¢enu
povrsinu koze, molekule djelatne tvari takoder difundiraju iz ¢vrstih nanokristala izravno do

lipidnog dijela roznatog sloja te iz roznatog sloja u daljnje slojeve koze (slika 11a).
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Svaki nanokristal okruzen je difuzijskim slojem otopljene djelatne tvari. 1z toga proizlazi, ako
su nanokristali previSe razrijedeni, ne prekrivaju kozu ucinkovito, difuzijski slojevi se ne

preklapaju i posljedi¢no je smanjeno prodiranje djelatne tvari u kozu (slika 11b).
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nanokristala nanokristala
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Slika 11. Novi pretpostavljeni mehanizam prijenosa djelatne tvari iz nanokristala u kozu,
gdje kombinacija u¢inka supersaturiranja (a) i dodirne povrsine nanokristala te
koze s difuzijskim slojem oko svakog kristala (b), sinergisti¢ki pridonose

prijenosu u kozu (prilagodeno prema Vidlarova i sur., 2016).

Povecani koncentracijski gradijent uzrokovan nanokristalima trenutno je opisan kao jedina
pokretacka sila za pobolj$ano prodiranje u kozu. Na temelju studije koju su proveli Vidlarova
i suradnici (2016), predlozena su tri nova mehanizma i to redom: (i) povecani koncentracijski
gradijent zbog vece ravnotezne topljivosti, (ii) minimalna potrebna gusto¢a nanokristala na
povrsini koZe radi gustog prekrivanja koze, (iii) dovoljno velika dodirna povrSina za izravni
kontakt nanokristala i lipidnog dijela roznatog sloja, uz prisustvo difuzijskog sloja oko

nanokristala.
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Uzimajuéi u obzir takve zakljucke, omoguceno je bolje razumijevanje mehanizma prijenosa
djelatne tvari u kozu i jednako vazno optimiranje izrade nanokristalne formulacije za

dermalnu primjenu.

44. PREDNOSTI NANOKRISTALA U ODNOSU NA KONVENCIONALNE
PRIPRAVKE

4.4.1 KURKUMIN KAO MODEL

Kako bi se procijenilo poboljSanje penetracije preko barijere roznatog sloja koze postignuto
tehnologijom nanokristala, dermalni prijenos teku¢ih nanosuspenzija usporedivan je S
komercijalnim proizvodom sadrzaja kurkumina od 0,0001%, $to bi ujedno trebalo odgovarati
topljivosti  kurkumina. Dakle, formulacija otopine usporedena je s formulacijom
nanosuspenzije. Staro galensko pravilo glasi da djelatna tvar suspendirana u dermalnoj
formulaciji daje znacajno bolju penetraciju u usporedbi s formulacijom otopine (Vidlarova i
sur., 2016). Kad se molekula otopi u okruzenju koje "voli", odnosno u podrucju gdje je dobro
topljiva, mala je vjerojatnost da ¢e prodrijeti u kozu, koja je za tu molekulu podrucje manje
topljivosti. Tu ¢injenicu potvrduju rezultati prema kojima uzorak komercijalnog proizvoda
gotovo da nije pokazivao fluorescenciju, tj. prijenos u kozu i nakon 20 sati bilo je ispod
granice odredivanja. Da bi se ostvario odredeni broj neotopljenih nanokristala, trebalo je
odabrati koncentraciju iznad ravnotezne topljivosti od 0,0001%, u ovom slucaju 0,002% te
0,02%. Uzorak s 0,002% pokazivao je nesto malo fluorescencije, dok je znacajnu razinu
fluorescencije pokazivao uzorak s 0,02%.

Stoga je izveden zakljucak da ispitivani komercijalni proizvod, a vrlo vjerojatno i svi drugi
komercijalni proizvodi koji se temelje na otopljenom kurkuminu ne pokazuju uéinkovitu
sposobnost penetracije preko barijere roznatog sloja.

Izmedu ostalog, dubina prodiranja 2%-tne suspenzije nanokristala kurkumina usporedena je s
prodorom iz viskoznog gela identi¢ne koncentracije nanokristala i zakljuceno je da je dubina
prodiranja sli¢na. Takoder, vidljivo je da je kurkumin iz nanokristalne suspenzije i viskoznog
gela lokaliziran u folikulima dlake, medutim stecen je dojam da je lokalizacija kurkumina iz
viskoznog gela bila manje izrazena.

Konaéno, ispitan je i u¢inak koncentracije nanosuspenzija na folikularnu akumulaciju. Uzorak
kurkumina dobiven iz 2%-tne nanosuspenzije usporeden je s uzorcima kurkumina iz 0,02% i

0,002%-tne nanosuspenzije. Rezultati su pokazali slicno prodiranje u folikul dlake za 2% i
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0,02%-tnu suspenziju, medutim, 0,002%-tna nanosuspenzija pokazivala je vrlo slabe signale
pri ispitivanju fluorescencije (Vidlarova i sur., 2016).

Na temelju svega navedenog, mogu se postaviti sljede¢i zakljucci: (i) koncentracija
nanokristala koja omogucuje ucinkovito prodiranje u kozu moze biti jednaka 0,2%, a ¢ak
0,02% u slucaju vrlo slabo topljivih djelatnih tvari, (ii) niska viskoznost dermalnih
formulacija poti¢e prodiranje u kozu, (iii) folikularna akumulacija iz niskoviskoznih
suspenzija (npr. kozmeti¢kih seruma) izraZenija je u odnosu na upotrebu viskoznije
formulacije (npr. gelova) (Vidlarova i sur., 2016).

Uzimajuéi u obzir rezultate opisane studije, opaza Se znacajna superiornost i bolja dermalna

bioraspolozivost nanokristalne formulacije.

4.4.2. RUTIN KAO MODEL

ZabiljeZen je porast bioaktivnosti slabo topljivog rutina u usporedbi s njegovim topljivim
derivatom rutin-glikozidom te je zapazena dva puta veca aktivnost nanokristala rutina pri 500
puta nizoj koncentraciji (Kobierski i sur., 2011).

Slika 14 prikazuje mehanizam djelovanja dermalno primijenjenih nanokristala, a Sto je
objasnjeno na primjeru rutina kao izvorne biljne bioloski aktivne tvari i njegovog derivata
rutin-glikozida. Zbog vece ravnotezne topljivosti aktivnog rutina u obliku nanokristala,
postoji povecani koncentracijski gradijent izmedu dermalne formulacije i koze, u usporedbi s
kristalima rutina mikrometarskih dimenzija u emulzijskoj podlozi. Zahvaljuju¢i izrazenom
koncentracijskom gradijentu osigurana je ucinkovitija penetracija rutina u dublje slojeve koze.
Rutin prenesen iz podloge u koZzu u ravnotezi je s otapanjem rutina iz nanokristala koji u
podlozi ¢ine depo. Nanokristali rutina stvaraju prezasi¢enu otopinu u vodenoj fazi emulzijske
podloge, dok depo €ine neotopljeni nanokristali rutina u podlozi ¢ime se postize produljeni
ucinak. U usporedbi s hidrofilnim derivatom rutin-glikozidom, izvorna lipofilna molekula
rutina, uklopljena u oblik nanokristala, moze znacajno bolje prodrijeti u kozu te pokazuje veci
afinitet djelovanja u odnosu na sintetski modificiranu verziju. Na temelju spomenute
usporedbe, utvrdeno je da postoje ukupno Cetiri potencijalna u¢inka koja dovode do povecane
bioaktivnosti molekula u obliku nanokristala i to redom: (i) veca topljivost koja rezultira
povecanim koncentracijskim gradijentom formulacija/koza, (ii) depo koji je ostvaren brzim
otapanjem molekula iz formulacije nanokristala, (iii) bolje prodiranje u kozu u usporedbi s
topljivim derivatima, (iv) veca aktivnost izvorne molekule na ciljanom mjestu u odnosu na

topljivi derivat.
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Slika 12. Mehanizam prijenosa nanokristala nanokristala rutina iz podloge u kozu u

usporedbi s topljivim derivatom rutina (prilagodeno prema Kobierski i sur.,
2011).

4.5. STABILNOST

Osnovne znacajke djelatne tvari, a posljedi¢no 1 formulacije u koju je djelatna tvar uklopljena,
jesu sigurnost, ucinkovitost 1 stabilnost. Osim toga, sigurnost i ucinkovitost su barem
djelomi¢no ovisne o stabilnosti, stoga je dobra stabilnost bitan preduvjet za pouzdanu
sigurnost 1 uc¢inkovitost. Iz tog razloga, stabilnost je jedno od vaznijih svojstava nanokristala.
Unato¢ tome Sto nudi impresivan niz prednosti, nanometarske dimenzije cesto mogu dovesti
do zabrinutosti za stabilnost. Jasno je da pristup proizvodnje ima izravan utjecaj na stabilnost
izradene formulacije nanokristala, medutim, jo$ uvijek se vrse ispitivanja s ciljem preciznog
razjasnjavanja tih utjecaja i optimiranja procesnih parametara pri proizvodnji nanokristala
(Wang i sur., 2013).

Postupcima nanoniziranja krutine djelatne tvari znaCajno se povecava specificna povrSina
takve sirovine pri ¢emu je granicna povrsina ¢vrsto/tekuce kao i slobodna Gibbsova energija

nanosuspenzije znacajno povecana. Uslijed toga nanosuspenzije su termodinamicki nestabilni
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sustavi s izrazenom tendencijom stvaranja nakupina primarnih nanokristala (aglomerata) ili
rasta kristala (Lovric¢ i sur., 2015).

Stabilnost nanokristala djelatne tvari je svojstvo na koje utjeCu brojni parametri: (i) dozni
oblik (nanosuspenzija ili suha kruta tvar), (ii) disperzijsko sredstvo (vodeno ili nevodeno),
(iii) put isporuke djelatne tvari, (iv) tehnika proizvodnje, (v) priroda djelatne tvari (mala ili
velika molekula). Prema tome, stabilnost nanokristala djelatne tvari ostaje veliki izazov

tijekom razvoja prikladnog farmaceutskog oblika, (Wu i sur., 2011).

45.1. PROBLEM STABILNOSTI NANOKRISTALA DJELATNE TVARI

Kada su u nanosuspenziji prisutni nanokristali djelatne tvari razli¢itih veli¢ina unutar
nanometarskog raspona dimenzija, manji nanokristali se otapaju brZe i bolje u odnosu na vece
nanokristale. Velika povrSinska energija nanokristala rezultira rastom veli¢ine Cestica, a
navedeni fenomen poznat je pod nazivamo Ostwaldov mehanizam zrenja nanosuspenzije
(slika 13). Navedeni fenomen temelji se na vecoj koncentraciji otopljenje djelatne tvari oko
manjih nanokristala u odnosu na koncentraciju djelatne tvari oko veéih nanokristala, $to
dovodi do stvaranja prezasi¢ene otopine oko vecih nanokristala te posljedi¢no do kristalizacije
djelatne tvari oko ve¢ih nanokristala i sukladno tome rasta velikih Cestica. Difuzijom djelatne
tvari iz podru¢ja manjih nanokristala u podruéje vecih nanokristala ostvaruje se
koncentracijski gradijent §to u konacnici dovodi do nestanka manjih nanokristala (Lovri¢ 1

sur., 2015).

e
molekule djelatne = E_\\ difuzija u odnosu na
@ 4 tvari ° \ koncentracijski gradijent
DN vy
vise zaiiémo T Ay I P L B 458
podrucje P i ‘:-//podruc‘:je
Slika 13. Shematski prikaz Ostwaldovog mehanizma zrenja nanosuspenzije (prilagodeno

prema Wu i sur., 2011).
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Pozeljno je odrzati ujednacenu veli¢inu nanokristala kako bi se u najve¢oj mogucéoj mjeri
smanyjila razlika u zasi¢enju otapanja i prisutsvo koncentracijskog gradijenta i time sprijecila
mogucnost pojave Ostwaldovog mehanizma zrenja. Stoga je ograniCavanje ili sprjecavanje
Ostwaldovog mehanizma zrenja vazan aspekt razvoja nanosuspenzijskih farmaceutskih
oblika. Opisani problem moguée je rijesiti koriStenjem stabilizatora, izradom relativno
homogenih nanosuspenzija ili izradom suhih farmaceutskih oblika postupcima liofilizacije ili
suSenja rasprSivanjem, a koji se neposredno prije primjene (ex tempore) prevode u

nanosuspenzije (Lovri¢ i sur., 2015).

4.6. BIOLOSKI AKTIVNE TVARI

Bioloski aktivne tvari zauzimaju vazno mjesto u podruéju farmacije. To potvrduju i
mnogobrojna ispitivanja, pokazuju¢i da je vise od 50 % odobrenih famaceutskih oblika
prirodnog porijekla. Medutim, fizicko-kemijska svojstva takvih djelatnih tvari vrlo cesto
ogranicavaju njihovu farmaceutsku uporabu. Jedan od razloga upravo je Cinjenica da su
molekule bioloSkog podrijetla vrlo Cesto nestabilne i podlozne razgradnji. Nadalje, ve¢ina njih
prakti¢no je netopljiva u vodi te je potrebno primijeniti vrlo visoku dozu kako bi se ostvario
zeljeni terapijski ucinak.

S druge strane, neke bioloski aktivne tvari srednje su topljive ili su vrlo dobro toplljive u vodi
i/ili imaju veliku molekularnu masu, zbog ¢ega im je otezan prijenos kroz lipidne barijere, a
Sto ograniCava njihovu bioraspolozivost. Navedeni nedostatci pokuSavaju se prevladati
primjenom nanotehnoloSkih nosaca za dostavu djelatnih tvari.

Uklapanjem djelatnih tvari u oblik nanokristala moguce je poboljsati njihovu topljivost i
biodostupnost, povecati stabilnost, smanjiti toksi¢nost te poboljsati biolosku aktivnost. Nakon
uporabe u oralnim farmaceutskim proizvodima nanokristali su se u meduvremenu poceli
primjenjivati za poboljsanje dermalne dostave bioloski aktivnih tvari. Do sada, nanokristali su
jedini transportni sustav za dermalnu primjenu slabo topljivih bioloski aktivnih tvari (Zhai i
sur., 2014). Ipak, dugo vremena nije se pridavala paznja razvoju formulacije nanokristala za
dermalnu primjenu. Stvari su se promijenile kad se ovaj princip poceo primjenjivati za
poboljsanje dermalne bioraspoloZivost bioloski aktivnih tvari, rutina i hesperidina. Stoga,
glavna je ideja naciniti formulaciju nanokristala od slabo topljivih bioloski aktivnih tvari koja

bi nakon primjene osigurala brzo otapanje djelatne tvari iz depoa, povecala ravnoteznu
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topljivost te se posebno akumulirala u folikulima dlake, kako bi se dodatno povecala
penetracija djelatne tvari u kozu.

Bioloski aktivne tvari slabe topljivosti prema biofarmaceutskom sustavu klasifikacije djelatne
tvari (engl. Biopharmaceutics Classification System, BCS) pripadaju skupini Il i skupini V.
Znacajke loSe topljivosti ograni¢avaju terapijsku primjenu djelatnih tvari, ali ih takoder ¢ini
dobrim kandidatima za koriStenje tehnologije nanokristala s ciljem povecanja topljivosti i
unaprijedenja njihovih biofarmaceutskih znacéajki. Slaba topljivost bioloski aktivne tvari moze
biti ograniCavaju¢i ¢imbenik za njenu odgovaraju¢u brzinu i obim apsorpcije, odnosno
bioraspolozivost (Singh i sur., 2016). Zbog toga je poznavanje bioframaceutske klasifikacije
djelatnih tvari od velike vaznosti prilikom proizvodnje farmaceutskih oblika kako bi postigla
odgovarajuca bioraspoloZivost djelatne tvari i s njom povezani Zeljeni terapijski u¢inak. Osim
navedenih problema, loSa topljivost bioloski aktivnih tvari velika je prepreka za razvoj novih
formulacija. 1z tog razloga, za slabo topljive i dobro permeabilne djelatne tvari 1. BCS
skupine koriste se razli¢iti farmaceutsko-tehnoloski pristupi poboljSanja topljivosti;
polimorfa, kristalnih soli ili kokristala), prilagodba pH oblika, izrada farmaceutskih oblika
trenutnog oslobadanja djelatne tvari uz dodatak solubilizatora, izrada farmaceutskih oblika
koji se osnivaju na lipidima (npr. samoemulgirajuci sustavi, meke kapsule s uljnom otopinom
ili suspenzijom djelatne tvari), prevodenje djelatne tvari u amorfno stanje, uklapanje djelatne
tvari u ciklodekstrinske komplekse (Lovri¢ i sur., 2015).

Terapijska ucinkovitost vecine bioloski aktivnih tvari u velikom broju slu¢ajeva ogranicena je
njithovom slabom topljivos¢u u vodi 1 posljedicno smanjenom brzinom otapanja. Odraz ovih
parametara vidljiv je na ciljanom mjestu djelovanja djelatne tvari, zbog nemogucnosti
dostizanja adekvatne terapijske koncentracije spomenute djelatne tvari. Kako su topljivost i
brzina otapanja u bliskom odnosu, slabo topljive djelatne tvari ponekad imaju toliko nisku
topljivost, da je brzina njihovog otapanja, ¢ak 1 s povrSine vrlo malih nanokristala, relativno
spora. Zbog toga je razvijen novi sustav koji djelatne tvari klasificira u neSto drugacije
kategorije, ovisno o tome je li bioraspoloZivost djelatne tvari ograni¢ena brzinom otapanja,
topljivos¢u ili permeabilnoséu. Takva se klasifikacija naziva razvojno-formulacijska
klasifikacija (engl. Developability Classification System; DCS), a djelatne tvari unutar 1I.
BCS skupine klasificira na one ¢ija je bioraspolozivost ograni¢ena brzinom otapanja (DCS

IIa) 1 one ¢ija je bioraspolozivost ograni¢ena topljivos¢u (DCS 1Ib) (Lovri¢ i sur., 2015).
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Prednosti primjene bioloSki aktivnih tvari u obliku nanokristala o¢ituju se u brzom otapanju,
povecanom kinetickom zasi¢enju otapanja te adheziji na bioloSke membrane, §to rezultira

pojacanom permeabilnosti molekule djelatne tvari.

4.6.1. SLABO TOPLJIVE BIOLOSKI AKTIVNE TVARI

Dobar primjer slabo topljivih biljnih bioloski aktivnih tvari su flavonoidi. Zbog njihovih
mnogobrojnih korisnih u¢inaka, flavonoidi imaju veliki potencijal za primjenu u razli¢itim
stanjima. Medutim, njihova primjena ograni¢ena je slabom topljivo$¢u, ograniavajuci tako
njihov puni antioksidacijski potencijal, kao i njihovu biodostupnost. Mnoga su ispitivanja
pokazala da se njihovom obradom koriStenjem tehnologije nanokristala moze ocekivati
povecana biodostupnost. Kako bi se prevladao taj problem, potrebno je povecati topljivost
takvih djelatnih tvari. Stoga su razvojni proces proizvodnje i pronalazenje nove primjene

nanokristala bitan fokus brojnih istrazivanja. (Patel i sur., 2016).

4.6.1.1. KVERCETIN

Kvercetin je sekundarni metabolit biljaka te pripada skupini spojeva koje nazivamo
flavonoidi. Kvercetinu su dokazani brojni pozitivni u€inci, iako se posebno isti¢e njegov
visoki antioksidacijski kapacitet. Medutim, slaba topljivost kvercetina rezultira potesko¢ama u
njegovom otapanju i isporuci do ciljnog mjesta.

U usporedbi s pronalaZzenjem prikladne metode za proizvodnju najmanjih nanokristala, vrlo je
malo studija u¢injeno kako bi se diferencirali nanokristali razli¢itih veliina te u konacnici
istrazili in vitro ucinci koristenjem razlicitih stani¢nih linija. Stoga, cilj studije koju je proveo
Chen (2013) bio je izraditi prilagodene nanokristale (engl. tailor-made nanocrystals)
kvercetina u seriji razli¢itih veli¢ina te istraziti in vitro u¢inak produkta u ljudskim stanicama
neuroblastoma. U teoriji, topljivost se poveéava smanjenjem veli¢ine nanokristala, a navedeno
Svojstvo posebno je izraZzeno za nanokristale veli¢ine manje od 100 nm kojima se tlak i brzina
otapanja eksponencijalno povecavaju (Chen,2013).

Prilagodeni nanokristali uspjesno su izradeni procesom visokotlacne homogenizacije, a
kontrolom brojnih procesnih parametara izradeni su kristali veli¢ine od 172 nm do 602 nm.
Pokazalo je da veli¢ina nanokristala jako utjece na biolosku bioaktivnost aktivne tvari. Manji
nanokristali ostvaruju veéi broj kontakata sa stanicnom membranom §to rezultira boljom
bioloskom aktivno$c¢u. Takoder, jedna od prednosti manjih nanokristala ujedno je i puno bolja

apsorpcija. Prema tome, veca koncentracija i manja veli¢ina, ¢ine nanokristale kvercetina vise
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potentnima, medutim i toksi¢nima. Stoga je izrazito vazno odrediti ispravnu koncentraciju i
veli¢inu nanokristala kako bi se potencijalna toksi¢nost smanjila na minimum (Chen, 2013).
Rezultati opisanih istrazivanja pokazali su da nanokristali kvercetina u odredenim
okolnostima pokazuje prooksidacijske i citotoksi¢ne uc¢inke. Nadalje, rezultati predstavljene
studije podupiru ideju da je neurotoksicnost nanokristala kvercetina posljedica
prooksidativnog utjecaja kvercetina. Ipak, za to¢niju prosudbu predloZene su daljnje studije,
inace bi uklapanje bioloski aktivnih tvari u formulacije nanokristala mogao postati "dvostruki
ma&" (Chen, 2013).

4.6.1.2. RUTIN

Rutin je dobro poznat antioksidans iz skupine flavonoida. Medutim njegova uporaba u
kozmeti¢kim proizvodima ograni¢ena je zbog slabe topljivosti. Kako bi se prevladalo
spomenuto ograni¢enje, potaknuta je proizvodnja nanokristala rutina ARTcrystal®”
tehnologijom.

ARTcrystal® tehnologija je nova tehnologija za uginkovitiju proizvodnju nanokristala u
industrijskom mjerilu proizvodnje. Sastoji se od koraka predobrade visokoturaznim
mijeSanjem 1 naknadne visokotlatne homogenizacije pri smanjenom tlaku i brojem
homogenizaciju ili kombinirane postupke.

Veli¢ine Gestica dobivenih ARTcrystal® tehnologijom sli¢ne su veli¢ini Gestica dobivenih
uobicajenim metodama visokotlatne homogenizacije, vlaznog mljevenja ili kombinacije
takvih postupaka. Vrijeme potrebno za proizvodnju je manje od zahtjeva konvencionalnih
metoda. Nadalje, metoda je jednostavna i tro$i manje energije, u izmedu ostalog izbjegava
teSke uvjete proizvodnje. Stoga je nova metoda obecavajuca alternativa za proizvodnju

nanokristala bioloski aktivnih tvari.

4.6.2. SREDNJE TOPLJIVE BIOLOSKI AKTIVNE TVARI

Zhai i suradnici (2014) u svome radu upotrijebili su kofein kao modelnu tvar koja je
relevantna za proizvode na trzistu, a razvijen je odredeni proces za proizvodnju nanokristala
kofeina s ciljem prevladavanja ucinka rasta kristala i formiranja vlakana povezanih sa
superzasi¢enjem, tipi¢no za srednje topljive spojeve (Zhai i sur., 2014).

Na prvi pogled, ¢inilo se da uopée nema smisla obraditi srednje topljive djelatne tvari u oblik

nanokristala, budu¢i da su ionako topljivi. Medutim, od velikog znacaja biti ¢e spojevima
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poput kofeina, kojima je penetracija u kozu uglavnhom funkcija aktivne koncentracije
primjenjene dermalne formulacije. Zbog prijenosa u kozu, smanjuje se koncentracija kofeina
u primijenjenoj formulaciji, posljedi¢no smanjuje se i penetracija u kozu. Stoga, izrada
nanokristala kofeina ima smisla, osiguravaju¢i pri tome depo za otapanje kako bi se odrzao
konstanti koncentracijski gradijent i time odgovarajuca penetracija u kozu. Procjenjuje se da
su folikuli dlake vazni u perkutanom prodiranju topiklano primijenjene djelatne tvari. Utjecaj
veli¢ine Cestica na penetraciju djelatne tvari putem folikula dlake u odnosu na dubinu
prodiranja procijenjena je koriStenjem mno$tva modela.Utvrdeno je da nanodestice s
veli¢inom u rasponu od 650 do 750 nm penetriraju dublje od manjih ili ve¢ih (Patzelt i sur.,
2011). Stoga, razvoj nanokristala kofeina s optimiranom veli¢inom moze dodatno povecati
prijenos djelatne tvari u kozu putem akumulacije u folikule dlaka. Proizvodnja nanokristala iz
srednje topljivih djelatnih tvari izazovnija je nego iz slabo topljivih djelatnih. U procesu
proizvodnje, ravnotezna topljivost povec¢ava se smanjenjem veli¢ine. U€inak superzasi¢enja
moze prouzroditi izrazitu rekristalizaciju i rast kristala.

Cilj istrazivanja Zhaia i suradnika (2014) bio je razviti specifi¢an proizvodni proces koji
omogucéava proizvodnju fiziCki stabilnih nanokristala iz djelatne tvari srednje topljivosti.
Kako kofein pokazuje takva svojstva, odabrana je kao modelna tvar u ovoj studiji. Ideja
kojom su se vodili znanstvenici bila je uklopiti srednje topljivu djelatnu tvar, u ovom slucaju
kofein, u oblik nanokristala kako bi se povecala penetracija u kozu.

Prodiranje kofeina u kozu moze se pojacati povec¢anjem koncentracije kofeina u dermalno
primijenjenoj formulaciji, tj. povecanjem od 1% do 4%. Nakon odredenog vremena od
primjene, tj. nakon 4 sata, koncentracija kofeina u formulaciji (4%) smanjila se zbog prijenosa
u kozu. To je dovelo do smanjene penetracije uslijed smanjenog koncentracijskog gradijenta.
Primjenom pripadajuée nanokristalne formulacije kofeina, prijenos kofeina u kozu dopunjeno
je brzim otapanjem kofeina iz depoa nanokristala, u podlozi. Obradom kofeina u oblik
nanokristala, osigurava se depo te se moze izbje¢i smanjenje koncentracije kofeina u

.....

prijenos u kozu (slika 14) (Zhai i sur., 2014).
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Slika 14. Suvremeni koncept nanokristala s ciljem povecanaja isporuke srednje topljivih

.0

intracelularni
put

it
47i%
i)
I.
I
=

djelatnih tvari u kozu (prilagodeno prema Zhai i sur., 2014).

Prednost nanokristala je ta da pokazuju vecu ravnoteznu topljivost u usporedbi s

mikroniziranim kristalima, kao i svojstvo brzeg otapanja (slika 15) (Miiller i sur., 2011).
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Slika 15. Shematski prikaz utjecaja nanonizacije grubog praska djelatne tvari na

topljivost i brzinu otapanja (prilagodeno prema Zhai i sur., 2014).

Nedavna istrazivanja pokazala su da folikuli dlake igraju znacajnu ulogu u prodiranju djelatne
tvari u kozu. Nanokristali s odgovaraju¢om veli¢inom cestica (priblizno 700 nm) mogu
prodrijeti u ili biti zarobljeni unutar folikula dlake do specifi¢nih dubina (slika 16a).
Nanonizacija kofeina povecava ravnoteznu topljivost i koncentracijski gradijent i S tim
povezano prodiranje u kozu putem intercelularnih i transcelularnih puteva je povecéano.
Nadalje, prilagodbom veli¢ine nanokristala kofeina u folikulima dlake, povecava se

penetracija u okolne stanice (slika 16b) (Patzeltet i sur., 2011).
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Slika 16. Shematski prikaz kombinacije novog nanokristalnog koncepta i folikularne
akumulacije (prilagodeno prema Zhai i sur., 2014).

Proizvodnja nanokristala iz srednje topljivih aktivnih tvari predstavlja problem zbog
pretjerane rekristalizacije i s njom povezanim rastom Kkristala. Istrazivanje kofeinom kao
modelnim spojem pokazalo je da se i srednje topljive djelatne tvari mogu obraditi u oblik
nanokristala. Rast kristala uzrokovan visestupanjskim u¢incima moze biti znacajno smanjen
kombinacijom odgovaraju¢ih uvjeta proizvodnje i sastava formulacije (npr. niskoenergetski
proces, niska dielektricna konstanta disperzijskog sredstva te koriStenje optimalnog
stabilizatora). Istazivanjem je pokazano da postoji odredena granica topljivosti iznad koje
nastupa rast kristala. Tipi¢na topljivost slabo topljivih djelatnih tvari su je u rasponu od 1
do10 mg / mL,dok u slu¢aju kofeina iznosi oko 10 mg / mL. Medutim, treba napomenuti da je
potrebno koristenje nisko energetskog procesa mljevenja, kao i dodatak stabilizatora. Prilikom
samog postupka nanoniziranja djelatne tvari nastaju nove grani¢ne povrSine i S njima
povezana povecana povrSinska energija. Netom pripremljeni nanokristali djelatne tvari su
termodinamicki nestabilni te imaju tendenciju stvaranja aglomerata. Za razliku od slabo
topljivih djelatnih tvari gdje rekristalizacija predstavlja manji problem u odnosu na njihovu
slabu topljivost, u slu¢aju srednje topljivih djelatnih tvari fenomen rekristalizacije ima
znaCajan utjecaj na stabilnost. U ovom slucaju, stabilizator treba pokazati dvostruko
djelovanje u sprje¢avanju agregacije zbog: (i) poveéane povrsinske energije (ii) otapanja i
ucinka rekristalizacije. Stoga, izbor odgovarajueg stabilizatora ima klju¢nu ulogu u

stabilizaciji nanokristala djelatne tvari.
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5. ZAKLJUCAK

Unato¢ mnogobrojnim izazovima, nanokristali djelatne tvari predstavljaju vrlo obecavajuci,
opCenito prihvatljivi pristup za poveéanje topljivosti i brzine otapanja slabo topljivih i
netopljivih djelatnih tvari. Osim toga, jedinstven su i u¢inkovit pristup rjeSavanja prisutnih
problema kao §to su slaba bioraspolozivost povezna s isporukom slabo topljivih djelatnih
tvari. Problemi otapanja slabo topljivih djelatnih tvari uglavnom se rjeSavaju kako bi se
poboljsala apsorpcija i bioraspolozivost djelatne tvari. Na temelju provedenih istrazivanja i

analize prikupljenih literaturnih podataka, izvedeni su sljede¢i zakljucci:

e Nanokristali djelatne tvari osiguravaju kontrolirano oslobadanje djelatne tvari i
povecano zadrzavanje djelatne tvari na kozi te pruzaju zastitu djelatne tvari od

kemijskih ili fizickih nestabilnosti.

e Povetana brzina otapanja, poboljSana bioraspolozivost, moguénost prilagodbe
znacajki povrSine, relativna jednostavnost izrade konacnih farmaceutskih oblika

prosirile su mogucnost primjene bioloski aktivnih tvari u obliku nanokristala.

e Zahvaljujuci povecanoj topljivosti, povecanoj brzini otapanja i posljedi¢no povecanoj
adhezivnosti na povrsini apsorpcijskih barijera formulacija djelatne tvari u obliku
nanokristala pokazuje znacajnu superiornost i bolju dermalnu bioraspolozivost u

odnosu na konvencionalne pripravke.
e Nanokristali bioloSki aktivnih tvari osiguravaju depo u podlozi ¢ime se odrzava

konstantni koncentracijski gradijent i posljedicno konstantan prijenos preko barijere

koze nakon primjene.
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7. SAZETAK

Nanokristali djelatne tvari pripadaju skupini suvremenih terapijskih nanosustava kojima se
nastoje poboljsati farmaceutsko-tehnoloska i/ili biofarmaceutska svojstva bioloski aktivne
tvari. Obzirom na izradu nanokristala farmaceutsko-tehnoloske metode moguce je podijeliti u
dvije glavne skupine: (i) metode smanjenja veli¢ine Cestica (engl. top-down methods) i (ii)
metode povecanja velicine Cestica (engl. bottom-up methods). Osnovni cilj ovog diplomskog
rada bio je prouciti znanstvenu literaturu i pregledno izdvojiti najnovije informacije vezane uz
tehnologiju izrade nanokristala i njihovu dermalnu primjenu. U¢inkovitost dermalne primjene
ovisi o slozenom meduodnosu znacajki bioloSki aktivne tvari, podloge i koze. Fizicko-
kemijske znacajke bioloski aktivnih tvari vrlo cesto ograni¢avaju njihovu primjenu.
Primjenom tehnologije nanokristala moguce je osigurati bolju ucéinkovitost slabo topljivih
bioloski aktivnih tvari nakon dermalne primjene. Zahvaljujuéi povecanoj topljivosti,
povecanoj brzini otapanja i posljediéno povecanoj adhezivnosti farmaceutski oblik s
uklopljenim nanokristalima pokazuje poboljSanu dermalnu bioraspolozivost u odnosu na
konvencionalne pripravke. Daljnji razvoj i primjena tehnologije nanokristala bioloski aktivnih

tvari zasigurno ¢e pridonijeti u¢inkovitijem i sigurnijem lijecenju razli¢itih oboljenja koZe.
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SUMMARY

Drug nanocrystals belong to a group of modern therapeutic nanosystems seeking to improve
pharmaceutical and/or biopharmaceutical properties of biologically active ingredients.
Pharmaceutical-technological methods can be divided into two main groups, according to the
type of development of drug nanocrystals: (i) top-down methods and (ii) bottom-up methods.
The main aim of this diploma thesis was to study scientific literature and abstract the latest
information on nanocrystal technology and dermal application of nanocrystals. The efficacy
of dermal application depends on the complex interrelationship of the properties of
biologically active ingredients, substrates properties and skin properties. The physicochemical
properties of biologically active ingredients often limit their application. By using nanocrystal
technology, it is possible to provide better efficacy of poorly soluble biologically active
ingredients after their dermal application. Due to increased saturation solubility, increased
dissolution velocity and, consequently, increased adhesiveness, pharmaceutical form with
embedded nanocrystals shows improved dermal bioavailability, compared to the conventional
formulations. Further development and application of nanocrystal technology of biologically
active ingredients will certainly contribute to more effective and safer treatment of various

skin diseases.
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