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SAZETAK

CILJ ISTRAZIVANJA

Svrha ovog specijalistickog rada je razraditi problematiku razvoja i industrijski aspekt terapijskih
nanosustava temeljenih na lipidima u obliku ¢vrstih lipidnih nanocestica (engl. solid lipid
nanoparticle, SLN). Problematika ¢e biti razradena unutar okvira postoje¢ih regulatornih
smjernica i dostupne literature. Cvrste lipidne nano¢estice odabrane su kao podruéje od velikog
interesa industrije i znanosti, te zbog ¢injenice da su bioloSki kompatibilni sustavi, imaju veliki
raspon modifikacija, i mogu se proizvesti standardnim postupcima proizvodnje u usporedbi s

ostalim oblicima terapijskih nanosustava.

MATERIJALI I METODE

PretraZivanje literature napravljeno je prema predmetu istrazivanja (kljucne rijeci; lipid, nano
therapeutic, solid lipid nanoparticles, drug delivery), istaknutim autorima na tom podrucju
(Miiller, Shah) i casopisima (J. Control Release, Adv. Drug Deliv. Rev., Int. J. Pharm.).
PretraZivane su bibliografska baza podataka (PubMed) i baza podataka s cjelovitim tekstom
(Science Direct). Literatura je pretrazivana od op¢ih prema specijaliziranim ¢lancima pri ¢emu
su odabrani ¢lanci relevantni za problematiku ovoga specijalistickog rada. Takoder rad obuhvaca
1 analize godiSnjih izvjeStaja 1 smjernica izdanih od strane vodecih regulatornih agencija kao Sto
su Europska agencija za lijekove (EMA) 1 americka agencija za hranu i lijekove (FDA). U radu
je koriSten pojmovnik Agencije za lijekove i medicinske proizvode (HALMED) objavljen u

Zakonu o lijekovima (NN, br. 76/13.).
REZULTATI

SLN siguran su i efikasan oblik terapijskog nanosustava temeljenog na lipidima u svrhu
povecanja bioraspoloZivosti slabo topljivih lijekova. Odabir prikladne metode priprave ovisi o
fizikalno-kemijskim karakteristikama lijeka 1 lipida, te ciljanoj veliCini Cestica koja se Zeli

posti¢i. Sve metode priprave ovise o dva kriticna procesa; nastanak emulzije i disperzija Cestica u



vodenoj otopini kako bi se omogucila kristalizacija lipida i/ili lijeka. Kontrolom kriti¢nih
procesnih parametara kao Sto je temperatura, tlak i broj ciklusa moze se posti¢i ciljani profil
kakvoce SLN-a. SLN se mogu proizvesti standardnim metodama priprave bez koriStenja
organskih otapala Sto je prednost u odnosu na druge nanosustave. Detaljna fizikalno-kemijska
karakterizacija neophodna je razvoju SLN-a s uklopljenim lijekom 1 postizanju fizicke stabilnosti
koloidne suspenzije nanoCestica. Strukturna kompleksnost i veli¢ina Cestica ¢ine karakterizaciju
izazovom, te zahtijeva upotrebu viSe komplementarnih analitickih tehnika. Rast Ccestica,
formiranje gela, polimorfni prijelazi ucestali su problemi koji se mogu pojaviti kod razvoja SLN
te je potrebno ispitati uvjete i okolnosti u kojima nastaju kako bi se isti izbjegli. Primjenom
koncepta kakvoce utemeljene kroz dizajn uspostavlja se sustavni pristup razvoju sustava SLN-

lijek kroz razumijevanje proizvodnog postupka i proizvoda.
ZAKLJUCAK

Terapijski nanosustavi temeljeni na lipidima siguran su i efikasni oblik nosaca djelatne tvari
zbog svoje biokompatibilnosti s fizioloskim sustavima. Zbog nanometarske veli¢ine mogu lakse
pro¢i sve vazne bioloske barijere raznim transcelularnim mehanizmima te dovesti lijek do mjesta
djelovanja u nepromijenjenom obliku uz smanjenje karakteristiénih nuspojava koje se javljaju
primjenom standardnih oblika terapija. SLN su prva generacija terapijskih nanosustava
temeljenih na lipidima i od velikog su interesa industrije zbog jednostavnosti metoda priprave i
Sirokog raspona modifikacija. Ovisno o odabiru ishodnih sirovina i metode priprave SLN-a

moguce je posti¢i trenutno ili modificirano (produljeno, odgodeno) oslobadanje lijeka iz sustava.



SUMMARY

OBJECTIVES

The objective of this paper is to elaborate problematics of development and industrial aspect of
lipid based nanotherapeutics in the form of solid lipid nanoparticles. Topic will be elaborated
within existing regulatory guidance and available literature. Solid lipid nanoparticles are chosen
as area of great industry and scientific interest and for the fact that these are biologically
compatible systems that have big span of modifications that can be produced by standard

manufacturing methods, in comparison to other types of therapeutic nanosystems.
MATERIALS AND METHODS

The literature is searched by research subject (keywords; lipid, nanotherapeutic, solid lipid
nanoparticles, drug delivery), known authors in this area (Miiller, Shah) and journals (J. Control
Release, Adv. Drug Deliv. Rev., Int. J. Pharm.).Bibliographic database (PubMed) and database
with full text (Science Direct) were researched. The literature is searched from general to
specialized articles whereby only articles that are relevant for this subject were chosen. As well,
this paper also covers analysis of annual reports and guidance published by headmost regulatory
agencies as European Medicines Agency (EMA) and US Food and Drug Administration (FDA).
Definition of terms was used as published in Medicinal Products Act (Official Gazette No.

76/13), Agency for Medicinal Products and Devices (HALMED).
RESULTS

Solid lipid nanoparticles (SLN) are safe and efficient form of lipid nanoparticles for the purpose
of bioavailability enhancement of low soluble drugs. Selection of appropriate preparation
method depends of physicochemical characteristics of drug and lipid and targeted particle size
required to achieve. All these preparation methods depend on two critical processes; emulsion
formation and particles dispersion in water solution to enable lipid or/and drug crystallization.
Control of critical process parameters like temperature, pressure and number of cycles can be
used to achieve quality target product profile of SLN. SLN can be produced by standard

manufacturing methods without use of organic solvents which is advantage to certain other



therapeutic nanosystems. Detailed physicochemical characterization is necessary in the
development of SLN with incorporated drug and to achieve physical stability of colloidal
nanoparticles suspension. Structural complexity and particle size are making characterization a
challenge; therefore multiple complementary analytical techniques are required to be employed.
Particle growth, formation of gel structures, polymorphic transitions are most common problems
to appear in SLN development therefore in order to avoid them, it is necessary to investigate
conditions and circumstances under which there occur. Employing quality by design as concept
establishes systematic approach to the development of the SLN-drug system through

understanding of manufacturing process and the final product.
CONCLUSION

Lipid nanoparticles are safe and efficient form of drug carrier due to its biocompatibility with the
physiological systems. Because of the nanometer size, these can pass through all important
biological barriers by various transcellular mechanisms and bring drug to the site of action in its
unchanged form, accompanied by reduced characteristic side effects which occur with
administration of standard forms of therapy. SLN are first generation of lipid nanoparticles and
present a great interest of industry because of simplicity of manufacturing methods and wide
span of modifications. Depending on choice of starting materials and manufacturing method of
SLN, it is possible to achieve immediate or modified (prolonged, delayed) release of drug from

the system.
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1 Primjena nanotehnologije u farmaceutskoj industriji

1.1.1 Regulatorni okviri, smjernice i inovativne radne grupe

Iako je primjena nanotehnologije u farmaciji poprilicno novija znanstvena disciplina, istraZivanje
materijala u submikronskim veli¢inama datira jo§ od 19 stoljeca kada je 1857. Godine Michael
Faraday otkrio da koloidni sustav nanostrukturiranih Cestica zlata ima drugaciju boju ako se
promatra pri odredenim svjetlosnim uvjetima. 1956. godine Arthur von Hippel uvodi koncept i
termin molekularnog inZenjeringa koje koristi u istraZivanjima elektri¢nih sustava feroelektrika i
dielektrika. No prvo predavanje o tehnologiji i inZenjeringu na razini atoma dao je 1959. Richard
Feynman u svom poznatom govoru ,,Plenty of Room at the Bottom* (1) koji je trebao biti poticaj
akademskoj zajednici da se objedine znanosti kemije, fizike i biologije u svrhu otkrivanja
mogucénosti sintetiziranja ciljanih molekula. Njegov govor smatra se jednim od prvih vjesnika
pojma dizajniranog molekularnog sustava s ciljanim mehanizmom djelovanja. Ulazak
nanotehnologije u farmaceutsku industriju deSava se 30-tak godina kasnije i izaziva veliki
preokret u razvoju novih formulacija. Otvorila su se potpuno nova podrucja istraZivanja i
razvoja, ubrzava se proces pronalaska novih lijekova za odredene bolesti te se istodobno
povecava efikasnost i sigurnost primjene postojecih lijekova. Nedostaci postoje¢ih formulacija
slabo topljivih 1 lipofilnih lijekova s kojima se farmaceutska industrija borila godinama
odjednom se mogu rijesiti primjenom nanotehnologije u vidu dizajna ciljanog molekularnog
sustava. Europska tehnoloSka platforma (engl. European Technology Platform; ETP) za
nanomedicinu objavila je 2005. godine dokument engl. vision paper u kojem je iznijela osnovne
smjernice upotrebe nanotehnologije u medicini (2). Prema tome, pojam nanomedicine obuhvaca
tri vazna podrucja; nanodijagnostika, ,,ciljani mehanizam djelovanja i kontrola oslobadanja‘“ i
regenerativna medicina. Poglavlje ciljani mehanizam djelovanja i kontrola oslobadanja obuhvaca
terapijske nanosustave i njihov koncept. Prema odrednicama istog dokumenta, nanotehnologija
je razumijevanje 1 kontrola dimenzija materije u rasponu od 1 do 100 nanometara.

Nanotehnologija obuhvac¢a mjerenje, modeliranje, predo¢avanje i manipuliranje materijom u



navedenom rasponu. Sli¢ne definicije izdala je u svojoj preporuci i Europska komisija (3) koja
kao jedini 1 najprikladniji kriterij u definiranju nanomaterijala navodi svojstvo veli€ine Cestica,
no kako navedene vrijednosti ne bi postale ogranicavaju¢e u definiranju nanomaterijala,
preporuka je koristiti se svojstvom distribucije veli¢ina Cestica. Ako uzmemo sve preporuke u
obzir onda moZemo re¢i da pod pojmom nanomaterijala podrazumijevamo prirodni, slucajni ili
proizvedeni materijal koji sadrZi Cestice, u vezanom ili slobodnom obliku, s distribucijom Cestica
u omjeru 50% i viSe, u rasponu veli¢ine 1-100 nm. Navedena definicija koristi se kao sluzbena
,identifikacija® EU nadleZnih tijela za nanomaterijale. Zakonske odredbe za njihovu upotrebu
mogu biti definirane specifi¢nim regulativama pa tako regulativa i smjernice koje se odnose na
nanolijekove ostaju u odgovornosti Europske medicinske agencije za lijekove (engl. European
Medicines Agency, EMA) i njenih odgovarajuc¢ih nadleznih odbora i inicijativa. Kako bi se
pravovremeno pripremile za izazove nanotehnologije u farmaceutskoj industriji, najistaknutije
regulatorne agencije EMA i americka agencija za lijekove (engl. Federal Drug Agency, FDA)
osnovale su inovativne radne grupe posvecene iskljucivo nanotehnologiji i njezinoj primjeni u
farmaceutskoj industriji. Povjerenstvo za lijekove za primjenu kod ljudi (engl. Committee for
Medicinal Products for Human Use, CHMP) koje djeluje pri EMA-i ve¢ je izdalo niz preporuka
za odobrenja lijekova proizvedenih koriStenjem nanotehnologije kao $to su Caelyx®, Myocet®,
Rapamune®, Copaxone® i to u okvirima postoje¢ih regulatornih smjernica na temelju pozitivnog
omjera koristi i rizika (4). S obzirom da nanolijekovi pokazuju kompleksan mehanizam
djelovanja kombinacijom mehanickih, kemijskih, farmakoloSkih i imunoloskih svojstava
potreban je znanstveno usmjeren pristup njihovoj regulatornoj procjeni. Podnositelji zahtjeva za
odobrenje moraju predati kompletnu dokumentaciju o lijeku koja sadrzi podatke o njegovoj
djelotvornosti, kvaliteti i sigurnosti primjene. Podaci o kakvo¢i lijeka i djelatne tvari prikupljaju
se tokom razvoja dok je djelotvornost lijeka dokazana ako se radi o ve¢ poznatoj djelatnoj tvari.
No kako bi pokazali sigurnost primjene lijeka potrebno je pokazati podatke prikladnih in vitro i
in vivo toksikoloSkih studija, studija hematotoksi¢nosti i imunogenosti (5). Postoji veliki broj
objavljenih publikacija o in vitro i in vivo studijama radenih koriStenjem SLN-a kao terapijskih
nanosustava koji trenutno industriji mogu biti od informativne vrijednosti. Takoder je uveden
pojam ,,nanosli¢nosti*“ kada se radi o procjeni zahtjeva za nanolijek za koji se Zeli pokazati

istovjetnost sa referentnim nanolijekom (6, 13). No istovjetnost lijekova temeljenih na



terapijskim nanosustavima kao djelatnim tvarima potrebno je pokazati kroz viSe elemenata u
odnosu na standardni genericki pristup; od fizikalno-kemijske sli¢nosti, pretklini¢kih studija na
odgovaraju¢im animalnim modelima i bioekvivalencijskih studija (13). Sadrzaj elemenata ovisi o
sastavu samog terapijskog nanosustava. Primjerice, SLN pokazuju afinitet prema crvenim
krvnim stanicama ili albuminu (protein krvne plazme) ovisno o sastavu lipida ili povrSinski
aktivne tvari pa bi u tom slucaju trebalo napraviti prikladne studije (21). U tu svrhu, EMA je
osnovala inovacijsku radnu grupu (engl. Innovation Task Force, ITF) ¢iji je zadatak koordinacija
znanstvenih i regulatornih aktivnosti na podru¢ju primjene nanotehnologije u lijekovima za
ljudsku upotrebu. Kako bi se izbjegle negativne odluke tijekom procesa procjene zahtjeva za
odobrenje novog lijeka, podnositelji zahtjeva pozvani su da ve¢ prilikom ranog razvoja

nanolijekova suraduju sa EMA-om kroz formiranu inovacijsku radnu grupu ili koristeci

proceduru znanstvenog savjetovanja.

Americka agencija za lijekove FDA takoder je formirala operativnu grupu (engl.
Nanotechnology Task Force, NTF) s ciljem da definira regulatorni pristup koji ¢e poticati razvoj
inovativnih, sigurnih i efikasnih proizvoda koji koriste nanomaterijale, a istovremeno reguliranih
FDA zakonima i smjernicama. Za razliku od europske inovacijske grupe ITF, predmet ove radne
grupe nisu isklju¢ivo lijekovi u humanoj upotrebi ve¢ i drugi proizvodi kao Sto su hrana,
duhanski proizvodi, veterinarski i medicinski proizvodi. Nakon prvog otvorenog sastanka u
listopadu 2006, radna grupa objavila je izvjeStaj (7) koji obuhvaca preporuke i istraZivanja
prikupljena u periodu od samih pocetaka primjene nanotehnologije. U spomenutom izvjeStaju
naglaseno je kako je nanotehnologija podrucje od velikog interesa i ulaganja na Sto ukazuje
eksponencijalni rast u broju objavljenih €lanka; od 1990. kada je objavljeno otprilike 1000
publikacija do 2002 kada je taj broj premasio 22 000 s 1900 aplikacija za patente. Jedan od
vaznijih zaklju¢aka spomenutog izvjesStaja je sljedeci; specificna povrSina Cestica po jedinici
volumena ili mase predstavlja vaZnije svojstvo za procjenu toksi¢nosti materijala nego njegova
masa, odnosno da je predvidanje bioloskih interakcija usko povezano za ispitivanja samog oblika
Cestice, njezine kemijske 1 fizikalne konfiguracije, karakteristika njezine povrSine, naboja 1
promjena na samoj povrSini Cestice. To ne ukazuje nuZno da su svi nanomaterijali opasni u

usporedbi s istim u prirodnoj veli€ini, nego da bilo koje manje promjene u veli¢ini ¢estica mogu



utjecati na svojstva materijala te njegove moguce bioloske interakcije. Upravo zato je in vitro i in

vivo karakterizacija nanolijekova kompleksan proces koji zahtjeva multidisciplinarni pristup.

1.1.2 Terapijski nanosustavi i ciljani mehanizam djelovanja

Koncept terapijskog nanosustava se sastoji u dizajnu specificnog molekularnog sustava ciljanog
mehanizma djelovanja koji bi kao nosa¢ lijeka kontrolirao njegovu farmakokinetiku prolaskom
do mjesta djelovanja gdje bi onda zapocelo oslobadanje djelatne tvari u njenom izvornom obliku.
Prednost ovih sustava je specificnost i usmjerenost lijeka prema mjestu djelovanja, a to se moze

ostvariti jer:

1) modifikacijom povrSine sustava moZemo utjecati na stabilnost sustava ili ga uliniti
prepoznatljivim stani¢nim membranama dodavanjem specifi¢nih liganda,

ii) njihova nanometarska veli¢ina olakSava prolazak preko fizioloSkih barijera Sto moze
dovesti lijek do samog mjesta djelovanja,

1i1) moguénost da zadrzi uklopljeni lijek u odredenoj koncentraciji §titi lijek od utjecaja

okoline do dolaska na mjesto djelovanja.

Time se povecava efikasnost djelovanja terapije, odnosno pri manjim dozama postize se isti ili
bolji terapijski uCinak uz smanjenje broja nuspojava jer je djelovanje lijeka iskljuc¢ivo usmjereno
na mjesto djelovanja. Lijekovi niske topljivosti najprikladniji su kandidati za ciljane molekulske
sustave zbog njihove loSe bioraspoloZzivosti, problem koji ve¢ dugo vremena predstavlja izazov
farmaceutskoj znanosti i industriji. Da je problem od velikog znacaja govori Cinjenica da je
priblizno 40% novosintetiziranih molekula slabo topljivo u vodi (8). Terapijski nanosustavi
pogodni su prvenstveno zbog svoje veli¢ine jer mogu proc¢i razne fizioloSke barijere, Sto moze
biti ujedno 1 prednost i nedostatak. Smanjenjem veli¢ine Cestica povecava se broj mogucih
bioloskih interakcija sa enzimima i proteinima pa je time teZe predvidjeti sve mehanizme
interakcije. Istovremeno njihova izrazito malena veli¢ina omogucuje prolazak nekih izuzetno
teskih barijera Cime se ostvaruje potencijal u razvoju nove generacije ciljanih tumorskih terapija.
Modifikacijom povrSine nanocestica vezanjem liganada (npr. antitijela, peptidi, oligosaharidi)
nanocCestice lijeka se ciljano usmjeravaju prema mjestu djelovanja, a navedena modifikacija

istodobno Stiti uklopljeni lijek od nepovoljnih interakcija u bioloSkom okruzenju. S obzirom na



podrijetlo terapijski nanosustavi mogu biti bioloski (fosfolipidi, lipidi, dekstran) ili sintetski
(polimeri, silicij-dioksid, ugljik). Osnovna klasifikacija terapijskih nanosustava (9) temelji se
kemijskoj strukturi samog nosaca, pa tako razlikujemo polimerne, lipidne i anorganske
nanosustave. U skupinu polimernih sustava spadaju nanosfere, nanokapsule, dendrimeri, micele i
polisomi. Pod anorganskim nanosustavima podrazumijevamo metalne nanocestice, fuleren i
ugljikove nanocijevcice, keramicke nanocestice i nanokristale. Terapijski nanosustavi temeljeni
na lipidima podrazumijevaju dva oblika: ¢vrste lipidne cCestice i vezikularne nanosustave-

liposomi.

1.2 Oblici terapijskih nanosustava temeljenih na lipidima

Lipidi kao derivati masnih kiselina su grupa spojeva cije je glavno i zajedni¢ko svojstvo
netopljivost u vodi. Vazni su strukturni elementi bioloSkih membrana Sto c¢ini lipide
,»prepoznatljivim* molekulama u bioloSkom smislu 1 time idealnim nosafima. Osim izrazite
biokompatibilnosti neke od klju¢nih prednosti lipida kao nosaca su Sirok raspon modifikacija,
veca otpornost prema eroziji od polimernih sustava te komercijalna odrzivost formulacija
koriStenjem jednostavnih proizvodnih postupaka (9). Stoga su terapijski nanosustavi temeljeni na
lipidima siguran i efikasni nacin proizvodnje gotovih lijekova Cija je glavna svrha povecanje
bioraspoloZivosti slabo topljivih djelatnih tvari, prijenos lijeka u odgovaraju¢em obliku do
mjesta djelovanja te poboljSanje procesa ulaska lijeka u oboljele stanice odgovarajuc¢ih
mehanizmima. Prednosti lipidnih formulacija slabo topljivih lijekova o€ituju se u sljedecem:
lijek je otopljen unutar nosaca ¢ime se izbjegava korak otapanja (engl. dissolution), poveéana je
topljivost lijeka i olakSani transport kroz bioloSke membrane. Terapijski nanosustavi temeljeni
na lipidima predmetom su velikog broja istrazivanja i ujedno prvi koji su postali komercijalno
dostupni na trziStu (10). Gotovi farmaceutski oblici na bazi terapijskih nanosustava temeljenih na
lipidima mogu biti oralni, parenteralni, dermalni i transdermalni, okularni 1 vaginalni. Oralni put

primjene preferirani je izbor zbog vece suradljivosti pacijenata.

Lipidni nosaci poznati su ve¢ duZe vrijeme farmaceutskoj industriji pod nazivom Lipid based
drug delivery systems (LBDDs) (11). Gradeni su od lipida i povrSinski aktivnih tvari

(surfaktanata), a mogu sadrzavati i su-otapalo. Klasifikacijski sustav lipidnih formulacija uveo je



autor Pouton 2000. godine prema kojem postoje Cetiri tipa modela ovisno o njihovom sastavu.
Klasa I sustavi su jednostavne uljne otopine bez surfaktanata koji se sastoje od mono-, di-, tri-
glicerida. Klasa II sustavi sadrze lipofilne surfaktante dodane u uljnu fazu kako bi se povecao
kapacitet otapanja lijeka u sustavu i povecala stabilnost. Klasa III pored ulja i surfaktanta sadrzi
su-otapalo. Klasu IV sustave Cine hidrofilni surfaktanti 1 su-otapala ¢ime nastaju micelarne
otopine. LBDD sustavi rjeSavaju problem apsorpcije i topljivosti slabo topljivih lijeka u
gastrointestinalnom sustavu, no ne rjeSavaju problem lijekova ograni¢ene bioraspolozivosti (npr.
efavirenz) i visoke varijabilnosti (npr. tolperizon), odnosno kad je intraindividualni koeficijent
varijacije ve¢i od 30%. Upravo te probleme mogu rijeSiti terapijski nanosustavi temeljni na
lipidima koji bi trebali dopremiti lijek ciljano do mjesta djelovanja i time zaobici potencijalne
barijere i mehanizme koji utjeCu na bioraspoloZivost. Stoga se LBDD sustavi mogu smatrati
svojevrsnim preteCama terapijskih nanosustava temeljenih na lipidima. Pregled lipidnih nosaca,

njihova svojstva i sastav klasificirani su u Tablici 1 (12).

Tablica 1. Pregled razli€itih vrsta lipidnih nosaca (12)

Nosac Velicina Cestice Sastav* Svojstva

Dvoslojne vezikule
25 nm — nekoliko
Liposomi ] Fosfolipidi ispunjene vodenim
mikrometara
medijem

Koloidni nosaci koji se

y sastoje od Cvrste
Cvrste lipidne Lipidi visoke
50-1000 nm hidrofobne jezgre
nanocestice tocke taliSta .
obavijene sa

fosfolipidnim slojem

Disperzija peptida i
10 nm - nekoliko
Uljne suspenzije _ Ulja proteina u viskoznim
mikrometara
uljima
Lipidi, Emulzija vode,
Submikronske lipidne
hidrofilna hidrofobne tekucine, i
emulzije
otapala, jednog ili viSe surfaktanta




surfaktant

o . Varira prema Lipidni Disperzija lijeka u
Lipidni implantatni . . . o
mjestu djelovanja kompakt modulu na bazi lipida
Lipidi s Kiristalizacija surfaktanta
Lipidne prikladnim u uskom dvosloju koja
: o <I pm : . :
mikrotubule/mikrocilindri tipom rezultira spontanim
surfaktanta nastajanjem cilindra
Mikrosfere (visoko
S elasticni mjehurici)
. Lipidi, polimeri, . . .
o . o Nekoliko . ispunjene plinom
Lipidni mikromjehurici . proteini, o
mikrometara stabilizirane
fosfolipidi
fosfolipidima,
polimerima ili proteinima
Cvrste mikrodestice
rasprSene u vodi koje se
Lipidi visoke sastoje od Cvrste
Lipostere 0,2 — 100 pm tocke taliSta, hidrofobne jezgre (mast)

fosfolipidi

stabilizirane sa slojem
fosfolipida ugradenog u

povrsinu Cestice

* komponente mogu biti prirodnog ili sintetskog podrijetla

Kao Sto je ve¢ spomenuto, terapijski nanosustavi temeljeni na lipidima se dijele na dvije osnovne
skupine: Cvrste lipidne nanosustave 1 vezikularne fosfolipidne nanosustave (liposome). SLN kao
oblik terapijskog nanosustava temeljenog na lipidima se smatraju novom generacijom lipidnih
emulzija gdje je tekuca lipidna komponenta zamijenjena sa ¢vrstom lipidnom komponentom

(15).

Liposomi su najstariji terapijski nanosustavi u klini¢koj praksi. Trenutno dostupne formulacije
na trziStu (14) uglavnom su namijenjene parenteralnoj primjeni: Doxyl® ili Caelyx® (liposomski

doksorubicin), DaunoXome® (liposomski danorubicin), AmBisome® (liposomski amfotericin B),



DepoCyt® (liposomski citarabin) itd. Liposomi imaju izraZen problem stabilnosti te se industrija
suocava s nizom ogranicenja u komercijalnoj proizvodnji §to uzrokuje defekture proizvoda na
trzi§tu. Primjerice Doxyl® (Janssen Products) se od veljate 2012. nalazi na tzv. FDA Shortage
list zbog problema u proizvodnji te je kao korektivna mijera uvezen lijek Lipodox® (Sun

Pharmaceuticals) koji nije odobren od strane FDA (14).

SLN u usporedbi s liposomima sadrze ¢vrstu lipidnu komponentu unutar koje je uklopljen lijek.
Primjer lipidnog nosaca ¢vrste jezgre su i liposfere (Tablica 1) koje su prema gradi slicne ¢vrstim
lipidnim nanocesticama. Lipidnu komponentu terapijskih nanosustava temeljenih na lipidima
mogu Ciniti fosfolipidi, kolesterol i mono-, di-, trigliceridi, no takoder mogu biti slobodne masne
kiseline 1 Zuc¢ne soli (15). To su prije svega biokompatibilne i biorazgradive pomoc¢ne tvari koje
imaju ve¢ uspostavljeni (engl. well-established) sigurnosni profil s prikladnim toksikoloskim
podacima Sto ujedno daje prednost SLN-u u odnosu na ostale terapijske nanosustave kao Sto su
polimerne nanocestice, ugljikove nanocjev¢ice te metalne nanocestice. lako se terapijski
nanosustavi temeljeni na lipidima smatraju relativno sigurnim nosa¢ima lijeka, zapravo su
lipidna komponenta i prisutan surfaktant parametri koji utjecu na interakcije s drugim sustavima.
Kao $to je ve¢ spomenuto, SLN pokazuju afinitet vezanja na krvne stanice i proteine plazme
ovisno o sastavu lipida i vrsti surfaktanta za razliku od neutralnih liposoma (21). To svojstvo je
izrazenije ako je lipidna komponenta pozitivno ili negativno nabijena. Ti nedostaci mogu se
nadvladati PEG-iliranjem fosfolipida, odnosno vezanjem fosfoetilenglikol liganda na lipidnu
komponentu. Zbog svog bioloskog podrijetla, lipidni nosaci nose i niz izazova i ograni¢enja koje
treba razmotriti pri razvoju takvih formulacija od kojih su najvazniji tendencija ka procesu
kristalizacije koji rezultira nastajanjem polimorfa s potpuno drugadijim svojstvima 1
morfologijom cestica (17, 23). Polimorfni prijelazi uslijed kristalizacije lipida uzrokuju
razgradnju sustava i naglo oslobadanje lijeka. ZnaCajan problem terapijskih nanosustava
predstavlja njihova stabilnost u fizioloSkom okruzenju. Potrebno je naglasiti da su lipidi takoder
podloZni reakcijama oksidacije koje rezultiraju nastankom lipidnih radikala koji dalje uzrokuju
lancCane reakcije razgradnje nanocestica. Fizicku stabilnost lipidnih nanocestica moguce je
poboljsati modifikacijom povrSine ¢ime se moZe izbjeci proces agregacije Cestica. Vazno je da
modifikacija povrSine ne utjeCe na farmakokinetiku dizajniranog sustava, biodistribuciju i

cjelokupni mehanizam djelovanja. U nekim slucajevima, modificirani konjugat povrSinskog



materijala 1 nanosustava rezultira potpuno novim mehanizmom djelovanja i bioloSkim
odgovorom koji ne bi bio primijeen kada bi te komponente promatrali zasebno. Drugi aspekt
modifikacije povrsine je ciljano djelovanje lijeka prema to¢no odredenom receptoru za kojeg

terapijski nanosustav u slobodnom obliku nema nikakve prepoznatljive interakcije.

Shematski prikaz razlicitih lipidnih nanosustava prikazan je Slikom 1.

Lipid Surfactant Surfactant
Bilayer monokayer manolayer

Hydrophobic
core

Micelle Liposome Nanocemulsion droplet SLN/NLC

Slika 1. Usporedni graficki prikaz presjeka grade micela, liposoma, nanoemulzija i ¢vrstih lipidnih

nanosustava (SLN/NLC) (16)

1.2.1  Cvrste lipidne nanoéestice

Cvrsti lipidni nanosustavi se klasificiraju kao :

1) ¢vrste lipidne nanocestice (engl. Solid Lipid Nanoparticles, SLN),

i1) lipid-lijek konjugati (engl. Lipid Drug Conjugate, LDC) i

i) nanostrukturirani lipidni nosaci (engl. Nanostructured Lipid Carrier, NLC)

iv) hibridne polimerno-lipidne nanocestice (engl. Polymer-Lipid Hybrid Nanoparticle,

PLN) (21, 22).

Istrazivanja Cvrstih lipidnih nanocestica (SLN) kao nosaca djelatnih tvari zapocela su 90-tih
godina proslog stolje¢a kao alternativa polimernim nanocesticama, liposomima i lipidnim

emulzijama. Tekuce lipidne ili uljne emulzije su se jedno vrijeme intenzivno Koristile kao



prikladni farmaceutski oblici na Sto ukazuju mnoge komercijalno dostupne formulacije
(Diazepam—Lipuro®, Braun; Sandimmun Neoral®/0pt0ral ® Novartis), no nedovoljna topljivost
lijeka u uljnoj komponenti pokazala se s vremenom ograni¢avaju¢im parametrom. Alternativa
tome bila je potraga za novim sirovinama (vrstama ulja) koje bi povecale topljivost lijeka, no za
farmaceutsku industriju to je joS uvijek dugotrajan i skup postupak zbog potrebnih toksikoloskih
studija (17). Slicna situacija dogodila se s polimernim nanocesticama; pokazale su se
neprikladnim zbog toga Sto se polimerni materijali vrlo lako mogu akumulirati u stanicama te
dovesti do citotoksicnog efekta. Stoga su lipidne nanocestice nastale kao hibrid spomenutih
terapijskih nanosustava. Prva saznanja o mehanizmu djelovanja koloidnih lipidnih nanocestica
kao nosaca lijekova objavljena su preglednim radom 1993., a jednim od pionira u ovom podrucju
smatra se njemacki znanstvenik Rainer H. Miiller (18). Lipidne nanocestice su velic¢ine 50 - 1000
nm gradene od C¢vrste hidrofobne jezgre okruzene monoslojem surfakanta koji stabilizira cijeli

sustav (19). Neke od vaZnijih prednosti lipidnih nanocestica su (20):

1) produljeno ili odgodeno oslobadanje uklopljenog lijeka (djelatne tvari),

i1) bolja fizicka stabilnost u usporedbi sa liposomima,

i) niska toksicnost s obzirom da je matriks nacinjen od fizioloski prihvatljivih lipida,
iv) izbjegavanje upotrebe organskih otapala u proizvodnji,

V) lakS$a validacija sustava i proizvodnog procesa.

Nedostaci lipidnih nanocestica kao terapijskih nanosustava su:

1) niski kapacitet uklapanja lijeka (djelatne tvari),
i1) istiskivanje (ekspulzija) lijeka iz Cestica tijekom uskladiStenja uslijed polimorfnih
prijelaza lipida,

ii1) visok sadrZaj vode (70 — 99,9%) u disperziji nanocestica oteZava daljnju obradu, a da

se ne ugrozi stabilnost sustava.

Nanostrukturirani lipidni nosa¢i (NLC) su lipidne nanocestice koje se sastoje od smjese ¢vrstih i
teku¢ih lipida ¢ime nastaju nesavrSene kristalne strukture lipida izmedu kojih se uklapaju
molekule lijeka. Prednosti NLC-a u odnosu na SLN su bolja (ve¢a) efikasnost uklapanja lijeka te

bolja fizicka stabilnost tijekom skladiStenja time Sto je sprijeCeno istiskivanje lijeka
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karakteristi¢no za SLN. Lijek-lipid konjugati (LDC) su nanocestice nastale direktnim vezanjem
lipidnih molekula s molekulama lijeka bilo formiranjem soli ili kovalentnom vezom, odnosno
procesom esterifikacije. LDC cCestice mogu se nazvati i pro-lijekom koji nakon in vivo primjene
oslobada aktivni metabolit odnosno slobodni lijek (24). Polimer-lipid hibridne nanocestice
(PLN) su trenutno najnovija generacija lipidnih nanocestica (22) nastale kao alternativa SLN-u
za lijekove koji su terapijski ucinkoviti u obliku soli. Naime, zbog prisutnosti naboja,
koncentracija lijeka koji se moze ugraditi u SLN cestice je dosta niska. Zato se kompleksi s
polimerima suprotnog naboja Cine kao prikladniji izbor. MoZemo zakljuciti da je ovisno o
fizikalno-kemijskim svojstvima lijeka potrebno odabrati prikladan oblik modela lipidnih
nanocestica. Opcenito hidrofilnim molekulama pogoduje model LDC nosaca dok lipofilnim

molekulama odgovara SLN kao modelni nosaci (21).
Lipidne komponente

Odabir lipidnih komponenti klju€an je dio razvoja Cvrstih lipidnih nanocestica jer ¢ini najveci
udio u formulaciji. Fizikalno kemijske karakteristike lipida kao materijala imaju utjecaj na
ucinkovitost (uspjesSnost) uklapanja lijeka (engl. encapsulation efficency, EE) (26, 31), stabilnost
disperzije i mehanizam produljenog oslobadanja lijeka iz lipidnog matriksa (58). U literaturi se
spominje viSe oblika lipidnih materijala pogodnih za formulaciju SLN-a kao Sto su slobodne
masne kiseline, (tri)gliceridi, ulja i voskovi (Tablica 2). Vecina materijala ima tzv. GRAS status
(engl. generally-recognized-as-safe, GRAS), dodijeljen od FDA za tvari koje su sigurne za

uporabu u hrani i lijekovima.

Odabir lipidnih komponenti u proizvodnji lipidnih nanocestica prije svega ovisi o topljivosti
djelatne tvari u lipidima. Sto je topljivost veca, veca je efikasnost uklapanja molekula lijeka
tijekom procesa kristalizacije lipida i formiranja SLN-a. Topljivost lijeka u lipidima moze se
odrediti metodama UV-Vis spektroskopije ili prikladnim kromatografskim metodama ili na
temelju koeficijenta razdjeljenja lijeka izmedu uljne i vodene faze. Potrebno je napraviti probir
izmedu vise lipidnih materijala kako bi se odredio najprikladniji sastav lipida za ciljani model

lijeka (31, 46).
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Tablica 2. Pregled najcesce koristenih lipida za pripravu ¢vrstih lipidnih nanocestica (prilagodeno iz
(24))

Komercijalno
Vrsta lipida Literaturni navod
ime
Masne kiseline Palmitinska kiselina 34, 37
Stearinska kiselina
Monogliceridi  Gliceril monostearat Imwitor®900 25, 29, 31, 33, 36, 37, 52,
62
Gliceril behenat Compritol 888 23, 24, 25, 26, 28, 31, 33,
37,43, 46, 54, 59, 61, 62
Digliceridi Gliceril palmitostearat Precirol® ATO 5 25, 27, 31, 33, 37, 48, 54
Trigliceridi Gliceril Dynasan 116 25, 28, 26, 57, 62

tripalmitate/Tripalmitin

Gliceril trimirstat/Trimiristin ~ Dynasan 114 23,31, 37,54, 57, 58

Gliceril tristearat/Tristearin Dynasan 118 25,54, 57, 62
Teku¢i lipidi Sojino ulje Lipoid S100 33,57, 58
Voskovi Cetil palmitat 41, 53

Polimorfizam i kristalizacija lipida najvaznija su fizikalno kemijska svojstva koja utjeCu na
efikasnost uklapanja lijeka u SLN-a i stabilnost same disperzije SLN-a (24). Lipidi u ¢vrstom
stanju mogu postojati u viSe kristalnih formi. Postoje tri polimorfna oblika triglicerida poredanih
prema termodinamickoj stabilnosti: § > ” > o forma. Manje stabilni polimorfni oblici posjeduju
viSe kristalnih defekata unutar kojih se molekule lijeka mogu zarobiti tijekom procesa
kristalizacije lipida u proizvodnom procesu. No to su ujedno i manje stabilne forme koje s
vremenom teZe prijelazu u stabilnije forme Sto moZe dovesti do istiskivanja lijeka iz nanocestica.
Kristalizacija glicerida sa duZim alkalnim lancima je sporija §to omogucuje ugradnju molekula
lijeka u formirane kristalne defekte te veci kapacitet uklapanja lijeka (engl. loading capacity,
LC) (21, 61, 62). Razlika u odnosu na efikasnost uklapanja je u tome $to kapacitet punjenja

predstavlja postotak ugradene koli¢ine lijeka u odnosu na koliinu lipida dok efikasnost
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uklapanja izrazava postotak lijeka ugradenog u lipid u odnosu na koli¢inu lijeka koja je dodana

(31).
Povrsinski aktivne tvari

Povrsinski aktivne tvari (surfaktanti, engl. surfactants) su amfipatske molekule koje se sastoje od
nepolarnog hidrofobnog dijela u obliku ravnog ili razgranatog lanca C-atoma koji su vezani za
polarni ili hidrofilni dio. Ugljikovodi¢ni lanac (nepolarni dio) ima slabu interakciju sa
molekulama vode dok polarna ili ionska skupina ima dobru interakciju sa molekulama vode
ostvarujuci ion-dipol veze. Pri niskim koncentracijama, surfaktanti se apsorbiraju na povrSinu
sustava ili granicu izmedu dviju faza, vodene i nevodene, odnosno uljne faze. Prema vrsti
hidrofilnog dijela mogu se podijeliti na ionske (anionske i kationske), neionske i amfoterne.
Prema funkciji u sustavu surfaktanti mogu biti osnovni 1 pomo¢ni. Karakterizira ih hidrofilno-
lipofilni broj (HLB), engl. hydrophile-lipophile balance) ¢ija vrijednost <10 naglasava lipofilna
svojstva dok >10 naglaSava hidrofilna svojstva. U pripremi SLN-a imaju dvije vazne uloge (24);
omogucuju stvaranje disperzije taline lipida u vodenoj fazi tijekom proizvodnog postupka i
stabiliziraju koloidnu disperziju SLN-a u vodi nakon hladenja. Mehanizam smanjenja povrSinske
napetosti koji nastaje njithovim djelovanjem, dovodi do formiranja disperzije otopljenog lijeka 1
lipida u vodenom mediju tokom proizvodnje SLN cestica. Njihova uloga kao stabilizatora SLN
Cestica u disperzijama je dvojaka. Ionski surfaktanti povecavaju elektrostatska odbijanja SLN
Cestica Sto onemogucuje njihove interakcije, nastanak polimorfnih prijelaza i rekristalizaciju
lipida koji dovode do formiranja strukture gela (59). Fosfolipidi i fosfatidilkolini su najpoznatiji
amfoterni surfaktanti koji se koriste u pripravi SLN sustava i prevladavaju u oralnim 1
parenteralnim pripravcima jer su manje toksi¢ni. Takoder, o odabiru surfaktanta ovisi i
interakcija SLN-a s krvnim stanicama ili proteinima plazme (21). Ve¢ je pokazano da SLN koje
sadrze Tween 80 ili poloksamer 188 kao stabilizatore pokazuju nizak afinitet vezanja na

eritrocite (<10%) dok upotrebom Span 85 afinitet vezanja na eritrocite iznosi 75,3% (21).
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Tablica 3. NajceSce koriSteni surfaktanti (povrSinske aktivne tvari) u pripravi lipidnih nanocestica
(prilagodeno iz (24))

Surfaktanti vrsta .Komerc1 jalno Literaturni
ime navod
Ionski Natrijev kolat 34
Natrijev glikolat 58
Amfoterni Fosfatidilkolin iz soje Lipoid S 100, 23, 34,44, 57, 58,
Lipoid S 75 61
Poliglicerolmetilglukoza distearat TEGO® Care 450 28, 55
Hidrogenizirani fosfatidilkolin iz soje ~ Phospholipon® 25
80H
Neionski polioksietilen sorbitan monolaurat Tween 20 31,54
(Polisorbat 20)
polioksietilen sorbitan oleat Tween 80 33, 37,41, 48, 53,
(Polisorbat 80) >4
Polioksietilen-polioksipropilen Pluronic® F68 23, 34, 44, 54, 59,
: Poloxamer 188 61, 62
polimer
Polietilen glikol Poloksamer 124 33,

Polietilen glikol-polipropilen glikol —  Pluronic® F-127 46, 62

polietilen glikol polimer Poloksamer 188

1.2.2 Vrste ¢vrstih lipidnih nanocestica

Ovisno o mjestu uklapanja lijeka unutar SLN-a (Slika 2), koje se postiZze odgovaraju¢om

metodom priprave klasificirani su sljedeci oblici:

e spremiSni tip SLN-a s lijekom uklopljenim u ovojnicu (engl. drug-enriched shell model)
e spremiSni tip s lijekom uklopljenim u jezgri (engl. drug-enriched core model), te

* homogeni matriksni sustav (engl. homogenous matrix model) (17).
Spremisni tip SLN-a s lijekom uklopljenim u ovojnicu postiZze se brzim hladenjem otopljene

lipidne komponente i lijeka nakon vru¢e homogenizacije, pri ¢emu se lipidna komponenta

koncentrira u jezgri SLN-a 1 pritom istiskuje lijek koji se uklapa u ovojnici. Ovaj model koristi se
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za formulacije €iji je cilj posti¢i trenutno oslobadanje lijeka iz SLN sustava. Spremi$ni tip sa
lijekom uklopljenim u jezgri postize se kada lijek kristalizira brZze od lipidne komponente pri
¢emu se deSava obrnuti proces; lijek se koncentrira u jezgri dok istiskuje lipidnu komponentu
koja formira ovojnicu. Ovaj model prikladan je za terapijske nanosustave s produljenim
oslobadanjem lijeka prema Fick-ovom zakonu difuzije (24). Homogeni matriksni sustav sadrZi
lijek homogeno dispergiran kroz cijeli lipidni matriks te je takoder prikladan za formulacije s

produljenim oslobadanjem lijeka.
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Slika 2. Graficki prikaz razlicitih tipova SLN-a (24)

Spremisni tip s lijekom uklopljenim u ovojnicu (drug-enriched shell model)

Ovaj model predstavlja lipidna jezgra obavijena vanjskom ljuskom u kojoj se nalazi otopljen
lijek. Brzim hladenjem vruce otopine lijeka i lipida formiraju se SLN cestice prikazane strukture,
S$to se moZe objasniti s dva mehanizma koja se dogadaju istovremeno; lipid se taloZi u srediStu,
dok se lijek istodobno odvaja od lipidne faze i lagano kre¢e prema granici faza s obzirom da je
njegova topljivost ve¢a u otopini gdje se nalazi i surfaktant. Budu¢i da se topljivost naglo
smanjuje kako se otopina hladi dolazi do koncentracije lijeka u obliku ljuske koja obavija lipidnu
jezgru. Ovaj model SLN sustava pogodan je za formulacije lijekova koje omogucuju trenutno

oslobadanje lijeka iz sustava (24, 31, 46).
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Spremisni tip sa lijekom uklopljenim u jezgri (drug-enriched core model)

Kada je mehanizam kristalizacije lipida sporiji od onog opisanog u prethodnom modelu SLN-a,
formiraju se nanocestice u kojima je lijek uklopljen u jezgri, Sto znaci da lijek ima tendenciju
ranije kristalizacije u odnosu na lipide. Naime, kada se lijek nade u talini lipida nastaje zasi¢ena
otopina koja se tokom hladenja moze pretvoriti u prezasi¢enu otopinu koja dovodi do brze
kristalizacije lijeka od samog lipida. Ovaj model pogodan je za formulacije produljenog
oslobadanja lijeka. Spremisni tipovi SLN sustava poznati su i pod nazivom core-shell modeli

(34).
Homogeni matriksni sustav (solid solution model)

Za razliku od prethodna dva tipa u kojima se lipidna komponenta 1 lijek razdvajaju, homogeni
matriksni SLN sustav sadrzi lijek rasporeden kroz lipidni matriks u obliku manjih amorfnih
nakupina. Ovaj model SLN-a postize se metodama vruce ili hladne homogenizacije te je
pogodniji za izrazito lipofilne lijekove koji se mogu otapati bez prisustva surfaktanta. Lijek se
otapa u lipidu nakon Cega se formira homogeni matriks djelovanjem mehanickih sila u uvjetima
visokog tlaka. Za razliku od prethodna dva modela, ne dolazi do razdvajanja lijeka od lipida
tokom hladenja. Ovom modelu SLN-a pogoduju metode priprave bez upotrebe surfaktanta. Ovaj
tip SLN-a je pogodan za formulacije produljenog oslobadanja (24, 25, 42). Primjer modela
homogenog matriksnog sustava opisanog u literaturi je formulacija risperidon SLN-a. Profil
oslobadanja risperidona ukazuje na produljeno oslobadanje lijeka jer su molekule risperidona

homogeno rasporedene kroz cijeli lipidni matriks (25).

1.2.3 Metode priprave SLN-a

Odabir metode priprave SLN sustava ovisi prvenstveno o fizikalno-kemijskim karakteristikama
lijeka kao S$to su termolabilnost, topljivost lijeka u lipidima, ciljanoj veliCini Cestica te stabilnosti
vodene disperzije SLN sustava. Princip svih metoda priprave temelji se na dvije kriticne faze, a
to su nastanak emulzije i disperzija Cestica u vodi kako bi se omogucila kristalizacija lipida i/ili
lijeka. Sve metode priprave podrazumijevaju pripremu stabilne disperzije SLN sustava koja se

daljnjom obradom razliitim tehnikama suSenja, kao Sto su suSenje rasprSivanjem ili
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zamrzavanjem, moZe prevesti u suhi prasak (17, 26). SLN sustavi u obliku suhog praska mogu se
dalje obraditi konvencionalnim proizvodnim postupcima u konacni i Zeljeni farmaceutski oblik

(suspenzije, tablete, kapsule, injekcije, itd.).
Metode priprave SLN sustava mogu se razvrstati u:

a) disperzijske (vruca i hladna homogenizacija, homogenizacija mijeSanjem),
b) emulzijske (dvostruka mikroemulzija, obi¢na mikroemulzija s ili bez mikrovalova), te

¢) metode na bazi otapala (difuzija, injektiranje ili isparavanje otapala).

Visokotlacna homogenizacija je patentirana metoda priprave lipidnih nanocestica koju su razvili
Miiller i Lucks (27). Ta se metoda koristi u proizvodnji emulzija lipida za parenteralnu prehranu
zbog Cega je regulatorno prihvatljiv postupak s aspekta Dobre proizvodacke prakse (engl. good
manufacturing pratice, GMP) 1 validacije. KoriStenjem ove metode moguce je bez vecih
poteSko¢a osigurati reproducibilnost proizvodnog procesa prijelazom iz laboratorijskih na
klinicke i/ili komercijalne veli¢ine serija (28). Poznata su dva pristupa u primjeni visokotlacne
homogenizacije; vru¢a 1 hladna homogenizacija. U oba pristupa lijek se otapa u lipidnoj
komponenti na temperaturi visoj od tocke talista lipida (za otprilike 5-10 °C), nakon ¢ega slijedi

faza homogenizacije pri visokim tlakom te kristalizacija lipidnih nanocestica u vodenom mediju.
Vruca homogenizacija

Standardne metode priprave emulzija masti za parenteralnu prehranu mogu se koristiti i za
pripravu SLN sustava jednostavnom zamjenom tekucih lipida s onim u ¢vrstom stanju. Kao §to
samo ime kaZe, proces se odvija na visokim temperaturama tj. onima iznad tocke taliSta lipida.
Lijek se otapa u lipidnoj komponenti koja je u formi taline te se nastala talina dispergira u
vodenoj otopini surfaktanta pri visokoj temperaturi i brzini mijeSanja. Time se dobiva primarna
emulzija koje se u fazi ultrasoniciranja pretvara u pre-emulziju kako bi se dodatno smanjila
veli¢ina kapljica taline lijek-lipid na raspon od nekoliko mikrometara. Dobivena pre-emulzija se
homogenizira pod visokim tlakom koriStenjem prikladnog tipa homogenizatora (engl. piston-gap
ili jet-stream). Nastala nanoemulzija hladi se na sobnu temperaturu Sto dovodi do kristalizacije
taline lipid-lijek i nastanka koloidne disperzije SLN sustava. Faza homogenizacije mozZe se

ponavljati odredeni broj puta kako bi se postigla Sto manja veli¢ina dispergiranih estica. U
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pravilu 3-5 ciklusa homogenizacije je optimalna mjera, jer bi u protivnom moglo rezultirati
koalescencijom kapljica odnosno spajanjem u vece kapljice te razdvajanjem faza (15). VeliCina
Cestica se moZe dodatno smanjiti povecanjem tlaka i temperature prilikom homogenizacije,
kontrolom vremena homogenizacije ili pove¢anjem omjera surfaktanta naspram lipida. Prosjecna
veli¢ina SLN-a dobivenih ovom metodom priprave je 50 do 400 nm (43, 45, 62, 65). Vruca
homogenizacija prikladna je metoda priprave za lijekove koji se mogu izlagati visokim
temperaturama u kracem vremenu. U slucaju da je lijek izrazito termolabilan, pogodnija je
metoda priprave hladnom homogenizacijom. Na Slici 3 prikazan je shematski prikaz priprave

vru¢om homogenizacijom.
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Slika 3. Shematski prikaz metode priprave SLN disperzije vru¢om homogenizacijom (24)

Kriticna faza priprave SLN-a je homogenizacija pri visokim tlakom jer ona utjeCe na veli¢inu
nasatalih nanocestica. Prijenosom proizvodnog postupka iz laboratorijske veliine serije na
klinicke ili komercijalne veli¢ine serije, moZe se posti¢i i manja veli¢ina Cestica pogotovo ako se
spoji viSe homogenizatora u seriju (25). Reproducibilnost samog proizvodnog postupka
postignuta je na retinolu kao modelnoj aktivnoj tvari. Varijabilnost srednje vrijednosti promjera
Cestica izmedu proizvedenih serija bila je manja od 10 nm dok je tlak od 300-500 bara imao jako

mali utjecaj na veli€inu Cestica (28).
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Hladna homogenizacija

Za razliku od vru¢e homogenizacije, SLN c{estice mogu se pripremiti i visokotlatnom
homogenizacijom na temperaturama niZim od tocke taliSta lipidne komponente. Prvi korak
priprave je isti kao kod vru¢e homogenizacije, otapanje lijeka u talini lipidne komponente. No
idu¢i koraci se znacCajno razlikuju i pogoduju nastanku homogenog matriksnog sustava.
Smanjenjem temperature uslijed naglog hladenja, usporava se kristalizacija i lijeka i lipida ¢ime
se gotovo izjednaCava brzina njihove kristalizacije. Prednosti primjene nizih temperatura
prilikom homogenizacije su izbjegavanje degradacije SLN sustava, polimorfnih prijelaza lipida
zbog kompleksnosti kristalizacije te stvaranje pothladene taline (15, 23). Hladna homogenizacija
prikladnija je za hidrofilne lijekove, koji se zbog koeficijenta razdjeljenja teze odvajanju u
vodenoj fazi kojoj bivaju izloZeni kod vru¢e homogenizacije neposredno nakon zagrijavanja s
lipidima (15, 20). Kao i kod vru¢e homogenizacije, lipidni materijal u ¢vrstom obliku se
zagrijava nakon cega se lijek ugraduje u lipidni matriks otapanjem u talini lipida. Talina lipida i
lijeka se hladi u kratkom vremenu koriStenjem suhog leda ili tekuc¢eg duSika Cime se postize
homogena distribucija lijeka unutar lipidnog matriksa te formiranje smjese u ¢vrstom stanju.
Dobivena smjesa se melje u fini prasak sastavljen od lipidnih mikrocestica. Dobivene
mikrocestice promjera u rasponu 50-100 um se dispergiraju u ohladenoj otopini surfaktanta, koja
se zatim homogenizira pri visokom tlaku i sobnoj temperaturi kako bi se postigao homogeni
matriks (Slika 4). Optimalni broj ciklusa homogenizacije je 5 pri tlaku od 500 bara (21), no
takoder se mogu primijeniti uvjeti od 10 ciklusa pri 1500 bara (44). Sile potrebne da se Cestice
razbiju u nanometarsku veli¢inu su znatno vece jer se radi o ¢esticama u ¢vrstom stanju. Stoga
ovaj proizvodni postupak zahtjeva veci unos energije u odnosu na vru¢u homogenizaciju. Kako
bi se izbjegao gubitak hidrofilnog lijeka u vodenoj fazi, ona se moZe zamijeniti s uljima ili

polietilenglikolom (17).
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Slika 4. Shematski prikaz metode priprave SLN disperzije hladnom homogenizacijom (24)

Mikroemulzijska metoda

Mikroemulzije su gotovo prozirne disperzije koje se sastoje od lipofilne faze, osnovnih i
pomoc¢nih surfaktanata i vode. Njihova karakteristika je da istodobno pokazuju svojstva emulzija
i otopina. Mozemo reci da je lijek dijelom otopljen u mikroemulziji odnosno lipidnim sferama
nanometarskih dimenzija. Proizvodni postupak priprave SLN Cestica taloZenjem iz
mikroemulzije opisali su Gasco i sur. (29, 30). Mikroemulzija lipida pripravlja se pri temperaturi
viSoj od temperature taliSta lipida kroz dva paralelna koraka. Lipidna komponenta zagrijava se
zajedno s lijekom (djelatnom tvari) kako bi se molekule lijeka otopile u lipidu. Na istu
temperaturu (taliSte lipida) zagrijava se vodena otopina osnovnih i pomo¢nih surfaktanata. Talina
lipida i lijeka se zatim uz lagano i kontinuirano mijeSanje dodaje vodenoj otopini surfaktanta pri
¢emu nastaje mikroemulzija koja se kasnije disperzira u hladnom vodenom mediju (2-10°C) uz
lagano mijeSanje kako bi osiguralo da veli¢ina Cestica nastaje iskljuc¢ivo procesom talozZenja
(Slika 5). Dobivena disperzija se moZe dodatno filtrirati kako bi se uklonio preostali sadrzaj
neotopljenog lijeka i lipida, zatim sterilizirati upotrebom autoklava ili liofilizatora (30). Nastale
Cestice nazivaju se joS i lipidne nanosfere (29). Kljucan korak je proces otapanja lijeka koji pak
ovisi o sastavu lipidne komponente. Za pripravu mikroemulzija su pogodne smjese triglicerida ili
masnih kiselina koji imaju niZe tocke taliSta. Dobivene lipidne nanosfere prosje¢ne su veliine
150 nm. Prednost mikroemulzije u usporedbi sa metodama priprave homogenizacijom je u tome

da ne ukljucuje dodatne korake i unos energije kako bi se postigla nanometarska veliCina Cestica.
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Tipicni omjeri volumena mikroemulzije 1 vode su 1:25 1 1:50. MoZe se dodatno kombinirati s

visokotlacnom homogenizacijom kako bi se postigla jo§ manja veli¢ina Cestica (58).
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Slika 5. Shematski prikaz metode priprave SLN disperzije mikroemulzijskom tehnikom (24)

Mikroemulzija potpomognuta mikrovalovima

Autori ove metode su Shah i sur. (31) koji su odluc¢ili primijeniti energiju mikrovalova kao izvor
energije za zagrijavanje sustava umjesto konvencionalnih metoda zagrijavanja. Smjesa lijeka,
lipida 1 vodena otopina osnovnih 1 pomo¢nih surfaktanata izlaZzu se kontroliranom mikrovalnom
zagrijavanju na temperaturu vecu od temperature taliSta lipida uz konstanto mijeSanje (Slika 6).
Za razliku od prethodnih tehnika, sve komponente zagrijavaju se zajedno, u jednoj reakcijskoj
posudi, Sto je svakako prednost i uSteda energije. Zagrijavanje reakcijskih posuda kod obicne
mikroemulzije uvelike ovisi o toplinskom kapacitetu materijala od kojeg je posuda napravljena
Sto produZuje postupak dok mikrovalovi direktno djeluju na sadrZaj u posudama bez njihovog
prethodnog zagrijavanja. Dobivena vru¢a mikroemulzija se hladenjem dispergira u vodenoj
otopini na temperaturi 2-4°C pri ¢emu se formiraju SLN cestice, kao kod mikroemulzije. Autori
su pokazali prednosti ove tehnike na temelju usporedbe pojedinih fizikalno kemijskih svojstava
naspram SLN cestica proizvedenih obi¢nom mikroemulzijom. Kao modelni lijek koriSten je

tetraciklin a saZetak rezultata je prikazan u Tablici 4.
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Tablica 4. Fizikalna svojstva SLN s tetraciklinom pripravljenih razli€itim mikroemulzijskim metodama

(31

Parametar Mikroemulzijska metoda Mikroemulzijska metoda

potpomognuta mikrovalovima

Velicina Cestica 350 — 600 nm 200 — 250 nm

Zeta potencijal -23 mV do 28 mV -20 mV do -25 mV

UspjesSnost uklapanja (%) 15,9 (minimalno) 47,5 (minimalno)
24,9 (maksimalno) 50,4 (maksimalno)

Kapacitet uklapanja (%) 1,2 (minimalno) 2,5 (minimalno)
2,4 (maksimalno) 7,1 (maksimalno)

Primjenom mikrovalova kao izvora energije u postupku mikroemulzije postiZu se cestice
znacajno manjih veliCina. Slini rezultati pokazani su na SLN cCesticama koriStenjem lijeka u
obliku soli mikonazol i ekonazol nitrata (32). Dobivene su Cestice manje veli¢ine nego obi¢nom
mikroemulzijskom tehnikom, visoke efikasnosti uklapanja, kapaciteta i niske kristalini¢nosti
lipidnog materijala. Ova metoda je izrazito pogodna za formulacije produljenog oslobadanja
lijeka jer dobivene SLN odgovaraju spremisSnim core-shell tipovima ovisno o tome da li ¢e prvo
nastupiti kristalizacija lijeka ili lipidne komponente. To potvrduju i usporedni profili oslobadanja
tetraciklina prikazani na Slici 7 (31). Velicina Cestica koja se mozZe posti¢i ovom metodom krece

se u rasponu od 200-250 nm.
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Slika 6. Shematski prikaz metode priprave SLN disperzije tehnikom mikroemulzije potpomognute
mikrovalovima (24)
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Slika 7. Usporedni profili oslobadanja tetraciklina iz SLN cestica proizvedenih konvencionalnom
tehnikom mikroemulzije i metodom mikroemulzije potpomognute mikrovalovima u fosfatnom puferu
(PBS, pH 7.4) pri 37°C (31).

Priprava SLN Cestica metodom uklanjanja (otparavanja) organskog otapala

Metoda uklanjanja organskog otapala je konvencionalna metoda priprave SLN-a i jedna od
ranije poznatih u literaturi. Cvrsti lipid ili smjesa lipida se otapa u organskom otapalu zajedno sa
lijekom. Pri tome nastaje mikroemulzija organskog otapala i vode koja se pretvara u disperziju
nastalih SLN &estica zbog isparavanja organskog otapala pri snizenim tlakom (Slika 8). Cesto
koriStena otapala su cikloheksan, kloroform 1 etil acetat. Nedostatak ove metode je upotreba
Stetnih organskog otapala i njegovi potencijalni ostaci u samoj disperziji, te zagrijavanje sustava

koji moze uzrokovati degradaciju (20).
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Slika 8. Shematski prikaz metode priprave SLN disperzije metodom otparavanja organskog otapala (24)

Metoda dvostruke emulzije

Ova metoda nastala je kao nadogradnja metode uklanjanja organskog otapala pripremom
zasebne emulzije vodene otopine lijeka u organskom otapalu u kojem je prethodno otopljen lipid
uz dodatak emulgatora. Pri tome nastaje, kao $to i samo ime metode kaze, dvostruka emulzija.
Kasnije je metoda razvijena na nacin da se iz upotrebe iskljuci organsko otapalo te se dvostruka
emulzija priprema samo koristenjem vodenih otopina. Prvo se priprema emulzija vodene otopine
lijeka u otopljenom lipidu ili tzv. primarna emulzija koja se stabilizira dodatkom Zelatine ili
poloksamera. Novonastala primarna emulzija voda/ulje se disperzira u drugu vodenu otopinu
koja sadrzi stabilizator uz konstantno mijeSanje kako bi nastala dvostruka emulzija
voda/ulje/voda. Kontinuiranim mijeSanjem dolazi do talozenja SLN cCestica. Poznate su i
kombinacije ove tehnike s tehnikom vru¢e homogenizacije ili homogenizacije potpomognute
ultrazvukom kako bi se postigla bolja disperziranost u primarnoj emulziji (34) 1 koriStenjem
micela (Slika 10) kako bi se lijek Sto bolje rasporedio unutar SLN cestice 1 zaStitio od bilo
kakvog utjecaja. Ostatak organskog otapala moZe se otkloniti koriStenjem rotacijskog uparivaca.
Prednosti ove metode su postizanje visoke efikasnosti uklapanja lijeka u SLN sustav, ¢ak do

97%, kapaciteta punjenja do 19% 1 prilicno mala veli¢ina €estica (~110 nm) ako uzmemo u obzir
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da nikakva vrsta mehanickih sila nije primijenjena kao u homogenizacijskim tehnikama (34).
Ovom metodom postize se spremisni tip SLN cestica s lijekom uklopljenim u jezgri pogodan za
formulacije odgodenog oslobadanja lijeka iz sustava. Zbog toga $to u metodi nema primjene
snaznih rotacijskih sila ili poviSene temperature takoder je prikladna za formulacije

temperaturno-osjetljivih djelatnih tvari kao Sto su polipeptidi i proteini (33).
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Slika 9. Shematski prikaz metode priprave SLN disperzije tehnikom dvostruke emulzije (24)

Slika 10. Shematski prikaz SL.N-a koje sadrZe inzulin zarobljen u obliku micela (34)

Metoda difuzije otapala

Metoda difuzije otapala uvedena je u proizvodnju polimernih nanocestica od autora Leroux i sur.

(35) iako je tehnika kao takva razvijena i1 patentirana ve¢ ranije (36). Prednosti metode su
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izbjegavanje zagrijavanja sustava, ali najve¢i nedostatak je upotreba organskih otapala ¢iji bi
odabir trebao zadovoljavati regulatorne zahtjeve po pitanju toksi¢nosti. Organska otapala koja se
djelomicno otapaju u vodi kao $to su npr. benzilni alkohol, butil laktat, tetrahidrofuran i sl. mogu
posluziti kao otapalo lipida. Lipidna komponenta otapa se u zasi¢enoj vodenoj otopini organskog
otapala u koju se zatim dodaje lijek (Slika 11). Organska otapala zasi¢uju se vodom jednako kao
Sto se vodena faza zasi¢uje organskim otapalom kako bi se postigla termodinamicka ravnoteza
izmedu ta dva sustava prije njihovog mijesanja. Vodena faza sluzi kao emulgator prethodne
otopine. Organska faza se zatim emulgira sa zasi¢enom vodenom otopinom koja sadrzi. U
nastaloj emulziji mijeSanjem i dodavanjem vode izdvajaju se SLN taloZenjem jer organsko
otapalo brzo difundira u vodenu fazu. S obzirom da iskljucuje upotrebu visokih koncentracija
osnovnih i pomo¢nih surfaktanta, ova tehnika je izrazito pogodna za pripravu SLN-a s
produljenim oslobadanjem lijeka. Hu i suradnici (37) opisali su noviju tehniku difuzije otapala
na modelu lipofilnog lijeka klobetazola s ciljem da razviju SLN s produljenim oslobadanjem
lijeka bez upotrebe surfaktanta. Princip tehnike je da se lipidna komponenta (monostearin) i lijek
otapaju u organskoj fazi (aceton i etanol) na vodenoj kupelji pri 50°C. Dobivena organska
otopina se dodaje kiseloj vodenoj otopini (pH 1,10) koja sadrzi 1% polivinil alkohola uz
mehani¢ko mijeSanje pri cemu se stvara SLN suspenzija zbog brze difuzije organskih otapala u
vodenu fazu. Ovom metodom proizvodnje dobivene su SLN cestice s bimodalnom distribucijom
veli¢ine Cestica i bifaznim mehanizmom otpustanja lijeka. U usporedbi sa standardnom metodom
difuzije koriStena je vodena faza izrazito kiselog pH 1,10 kako bi se potakla koacervacija i
taloZenje lipida za razliku od uobic¢ajenog pH od 5,73 gdje se spomenute pojave nisu desile Sto se
moze zakljucCiti iz postotka iskoriStenja SLN-a i dodanog lijeka. Nedostatak ove metode je $to se

ne mogu postici ¢estice manje od 200-400 nm (38).

Metoda injektiranja otapala je takoder konvencionalna metoda priprave koja je izvedenica iz
metode difuzije otapala i ucestalo se koristi u proizvodnji liposoma i polimernih nanocestica

(24).
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Slika 11. Shematski prikaz metode priprave SLN disperzije difuzijom otapala (24)

Metoda hot-melt ekstruzije u kombinaciji sa visoko tlacnom homogenizacijom

Hot-melt ekstruzija (engl. hot-melt extrusion, HME) je inovativna tehnologija u farmaceutskoj
industriji iako je kemijskoj industriji poznata od 1930-tih u obradi polimernih materijala kao Sto
su plastika 1 guma ili ¢ak u prehrambenoj tehnologiji. Prednosti u odnosu na ostale
konvencionalne proizvodne postupke su krac¢e vrijeme proizvodnje, veca iskoristivost polaznih
materijala, moguc¢nost obrade polaznih materijala bez upotrebe otapala, lako¢a povecanja na
vece veliCine serije od laboratorijskih te primjena u proizvodnji Sireg spektra farmaceutskih
oblika namijenjenih za oralnu i1 transdermalnu primjenu. HME tehnologija lako se moZe
kombinirati sa drugim konvencionalnim proizvodnim postupcima Primjerice, hot-melt ekstruder
moze se spojiti na visoko tlacni homogenizator (Slika 12) kako bi se postigla odgovarajuca

veli¢ina nanocCestica (39).
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Slika 12 Shematski prikaz kombinacije proizvodnih metoda hot-melt ekstruzije i visokotlacne
homogenizacije (39)

Kombinacija metoda HME-HPH prvi put je uspjeSno primijenjena u proizvodnji SLN-a s
fenofibratom koji pripada BCS klasi II i praktic¢ki je netopljiv u vodi. U tom slu¢aju HME
tehnologija zamjenjuje fazu pripreme disperzije ili emulzije taline lipid-lijek u vodenoj otopini
prije unosa u visoko tla¢ni homogenizator. Ekstruder se sastoji od nastavka za unos lipida tzv.
feeding hooper-a, ekstruzijske cijevi ili barela i rotirajuceg vijka koji se pruza kroz ekstruzijski
barel. Vanjska elektronska kontrolna jedinica moZe se spojiti na ekstruder kako bi se optimizirala
brzina okretaja rotirajueg vijka, temperature, tlaka 1 brzine unosa polaznih materijala.
Konfiguracija rotiraju¢eg vijka moze biti standardna 1 promjenjiva, ovisno o primjeni metoda.
Ekstruzijski barel sastoji se od viSe zona u kojima se moZe odvijati mijeSanje i raspodjela ¢vrstih
polaznih materijala (lipida i lijeka), taljenje i crpljenje taline u iducu fazu obrade. Ekstruder se
moZe sastojati i jednostrukog ili dvostrukog rotirajuc¢eg vijka. Jednostruki vijci pronalaze svoju
primjenu u obradi plasticnih materijala dok su dvostruki rotirajuci vijci namijenjeni za obradu
viSe vrsta materijala te nalaze primjenu u farmaceutskoj industriji kao i u proizvodnji SLN
Cestica. Rotirajuci vijci sastoje se od viSe modularnih zona od kojih svaka ima svoju ulogu u
procesu (Slika 13) bilo da se radi o mijeSanju, taljenju ili otpuStanju finalnog materijala.

Dvostruki rotirajuci vijak omogucuje bolje mijeSanje 1 disperziju Cestica lipida i lijeka kako bi se
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postigla Sto bolja distribucija Cestica prije faze taljenja. Taljenje se postiZze blagim zagrijavanjem
stijenki ekstruzijskog barela dok se najveca koli€ina energije potrebne za taljenje lipida postize
upravo okretanjem rotiraju¢ih vijaka. Na ekstruzijski barel mozZe se spojiti i dovod vodene
otopine surfaktanta koji se spaja u zonama nakon nastanka taline. Jednostavnim konektorom,
HME se spaja s visoko tlanim homogenizatorom koji daljnjom obradom dobivene pred-

emulzije omogucuje dobivanje Cestica nanometarskih dimenzija (39).
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Slika 13 Shematski prikaz dvostrukog rotirajuceg vijka i odgovarajucih zona u ekstruzijskom barelu (39)

Usporedbom veli¢ine Cestica sustava SLN-fenofibrat proizvedenih kombinacijom tehnologija
HME-HPH (653 nm) i konvencionalnom metodom pripreme emulzije (1643 nm) moZe se
zakljuciti da ¢e nova tehnologija zahtijevati manji broj ciklusa homogenizacije, odnosno manji
utjecaj temperature i tlaka na SLN koji potencijalno mogu uzrokovati njihovu degradaciju ili
naglo oslobadanje lijeka iz spremiSnog sustava tijekom procesa proizvodnje. UspjeSnost
primjene kombinacije HME-HPH tehnologija u proizvodnji sustava SLN-fenofibrat dokazana je
na temelju usporedbe profila oslobadanja lijeka proizvedenih konvencionalnim metodama
proizvodnje (Slika 14). Upravo je otapanje/oslobadanje fenofibrata ogranic¢avajuéi faktor
njegovoj apsorpciji u sistemsku cirkulaciju. Prednost ove metode, kao 1 kombinacije tehnika sa

HPH je moguénost potpune automatizacije i optimizacije procesnih parametara kroz tzv. single-
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unit mehanizam (40) te primjenu koncepta kontinuirane proizvodnje i procesne analiticke
tehnologije odnosno koncepta kakvoce utemeljene kroz dizajn (engl. Quality by Design, QBD).
Optimizacija procesnih parametara kod ove metode priprave omogucéuje obradu temperaturno-
osjetljivih djelatnih tvari kao Sto su aminokiseline i proteini jer se primjenom raznih oblika

rotirajucih sila unosi minimalna koli¢ina energije potrebna za obradu polaznih materijala (40).
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Slika 14. Usporedni profili oslobadanja fenofibrata iz ¢vrstog oblika ljekovite tvari, mikroniziranih
kapsula 200 mg Lofibra® i SLN (39)

Ostali oblici proizvodnih postupaka su sljedeci:
Homogenizacija visokom brzinom smicanja uz primjenu ultrazvuka

Princip ove metode priprave uvelike je slian visokotlatnoj homogenizaciji. Sadrzi fazu
pripreme pred-emulzije koja pocCinje zagrijavanjem lipida 5-10 °C iznad temperature taliSta,
otapanje lijeka u lipidnoj talini te dispergiranje novonastale taline u vodenoj otopini surfaktanta

uz mijeSanje pri visokom broju smicanja (engl. high shear). Dobivene mikrocestice, odnosno
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kapljice taline, potrebno je smanjiti na nanometarsku veli¢inu primjenom odredene sile. Kod
visokotlacne homogenizacije radi se o silama uzrokovanim povecanim tlakom, dok se kod ove
metode priprave veliCina cCestica smanjuje primjenom ultrazvuka, odnosno procesom
sonifikacije. Slijedi korak postupnog hladenja ispod tocke kristalizacije disperziranog lipida pri
¢emu nastaje SLN disperzija (48). Nedostaci ove metode su mogucnost kontaminacije emulzije s
metalom i nestabilnost proizvedene SLN disperzije. Lipidna komponenta se otapa u djelomi¢no
polarnim otapalima ili u njihovim smjesama, dok se lijek otapa u organskoj fazi koja se brzo
injektira u vodenu otopinu koja sadrzi surfaktant. SLN se taloZe prilikom distribucije otapala u

vodenoj fazi uslijed mijeSanja (24).
Metoda upotrebe membranskog kontraktora

Lipidna talina u kojoj je otopljen lijek uvodi se kroz pore membranskog kontraktora koje sluze
kao paralelne kapilare kroz koje talina treba proci. Prilikom prolaza taline, formiraju se kapljice

taline u vodenoj fazi koja tangencijalno proti¢e povrSinom membrane (24).

Tehnika koacervacije je jedna od najCeSée primijenjenih metoda u proizvodnji polimernih
nanocestica. Poznata je kao jedna od metoda mikrokapsuliranja (41). Temelji se na separaciji
otopine hidrofilnog polimera u dvije tekuce faze. Natrijeva sol masnih kiselina se dispergira u
vodenoj otopini koja sadrZi polimerni stabilizator te se zatim zagrijava preko ,,Krafft* tocke T,
(temperatura na kojoj je topljivost monomera dovoljna za formiranje micela) uz konstantno
mijeSanje. Zatim se dodaje lijek otopljen u etanolu uz konstantno mijeSanje. Induciranje
razdvajanja faza se postize polaganim dodavanjem otopine za koacervaciju kako bi se postigla
suspenzija koja daljnjim hladenjem u vodenoj kupelji pocinje taloZiti SLN cestice koje kao sfere

obuhvacaju ljjek.
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2. CILJISTRAZIVANJA

Cilj ovog specijalistickog rada je analizirati glavne aspekte razvoja Cvrstih terapijskih
nanosustava temeljenih na lipidima, prvenstveno ¢vrste lipidne nanocestice (SLN) ukljucujuci

metode priprave te problematiku regulatornih tijela u evaluaciji regulatornih aplikacija.
Definirane su sljedece hipoteze koje su ispitane kroz ovaj specijalisticki rad:

Hipoteza 1: Primjena SLN-a kao oblika terapijskog nanosustava temeljenog na lipidima, siguran
je 1 efikasan nacin poboljsSanja terapijske ucinkovitosti postojecih formulacija lipofilnih lijekova i

temelj razvoja novih oblika terapija kao (npr. genska terapija).

Hipoteza 2: SLN se mogu proizvesti primjenom viSe oblika konvencionalnih 1 novih metoda
priprave ovisno o obliku i karakteristikama djelatne tvari 1 lipidnih komponenti. Preduvjet za
odabir metode priprave je detaljna fizikalno kemijska karakterizacija i lijeka (djelatne tvari) i

lipidnog materijala.

Hipoteza 3: Primjenom koncepta kontinuirane proizvodnje i QbD pristupa osigurava se ciljani
profil kakvoce SLN-a s uklopljenim lijekom tijekom prijelaza iz razvojne u komercijalnu fazu

proizvoda.
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3. MATERIJALII METODE

PretraZzivanje literature za temu ovog rada raden je prema klju¢nim rijeCima predmeta
istrazivanja (kljucne rijeCi; lipid, nano therapeutic, solid lipid nanoparticles, drug delivery),
istaknutim autorima na tom podruc¢ju (Muller, Lucks, Shah) i ¢asopisima (J Control Release,
Adv. Drug Deliv. Rev., Int. J. Pharm.). PretraZivani su od op¢ih prema specijaliziranim ¢lancima
pri ¢emu su odabrani oni ¢lanci koji su relevantni za problematiku ovoga specijalistickog rada.
Takoder su obuhvaceni godisSnji izvjeStaji i smjernice vodecih agencija kao $to su Europska
agencija za lijekove (EMA) i americka agencija za hranu i lijekove (FDA). Relevantni ¢lanci
proucavani su na analiti¢ki i kriticki na¢in s obzirom na definiranje znanstvenog i/ili stru¢nog
problema, istraZivanje postojecih znanja (literaturni navodi), oblikovanje radne hipoteze, odabir

metoda za ispitivanje hipoteze, prikaz 1 analizu rezultata te izvedene zakljucke.

Pri proucavanju relevantnih ¢lanaka izdvojeni su najvazniji rezultati, rasprave i zakljucci koji ¢e
biti prikazani ovim specijalistiCkim radom. Na temelju proucavanih ¢lanaka biti ¢e izvedena
vlastita razmatranja proucavane problematike koja ¢e biti sastavni dio rasprave specijalistickog

rada.
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4. RASPRAVA

4.1 Prednosti formulacija temeljenih na ¢vrstim lipidnim nanocesticama

Oralni put primjene preferirani je nacin primjene lijekova iz mnogo razloga. Iako zahtijeva
visoku suradljivost pacijenata u usporedbi sa intravenskom primjenom, nastanak infekcija i
odsustvo boli prilikom primjene predstavljaju prednost. Kod dugotrajnog intravenskog lijeCenja
mogu se pojaviti ozbiljni problemi kao $to su ekstravazacija (izlazak tekucine u okolna tkiva) i
infiltracija (nakupljanje tekucine u okolnom tkivu) Sto dovodi do prekida terapije. Stoga je za
dugotrajne terapije svakako preferiran oralni put primjene lijeka. No izazovi s kojima se nose
oralne formulacije su loSa topljivost lijeka, loSa gastrointestinalna apsorpcija, izrazen
metabolizam prvog prolaska kroz jetru, visoke varijacije koncentracije lijeka u krvnoj plazmi
(42). Otprilike 40% lijekova koji se trenutno nalaze na trzZiStu je slabo topljivo u vodi, dok
priblizno 90% molekula u fazi istraZivanja pokazuje isto svojstvo. Terapijski nanosustavi
pogodni su sustavi za uklapanje lijekova koji imaju izrazena svojstva loSe topljivosti i niske
bioraspoloZivosti. Sustav pruza zaStitu molekulama lijeka te ciljano dovodi lijek do mjesta
djelovanja u nepromijenjenom obliku. Reformulacija postojecih lijekova slabe topljivosti 1
bioraspoloZivosti koriStenjem terapijskih nanosustava moZze uvelike poboljSati njihov terapijski
indeks. SLN imaju veliku prednost u odnosu na ostale terapijske nanosustave. Fizikalno-
kemijska raznolikost, stabilnost i biokompatibilnost lipida koji su glavna gradevna jedinica SLN
Cestica, pridonose mehanizmima prolaska kroz razne barijere (43) dok je istodobno njihova
citotoksi¢nost umanjena Sto je svakako vaZan aspekt u slucaju akumulacije Cestica u zdravim
tkivima. Karakteristi¢an mehanizam endocitoze koji poticu SLN cestice dovode lijek direktno u
oboljela tkiva Sto je vazno otkrice i temelj za razvoj nove generacije tumorskih terapija, posebice
malignih glioma s niskom stopom preZivljavanja. U usporedbi s polimernim nanocesticama,
SLN imaju prednost s toksikoloSkog aspekta. Razgradnjom polimera mogu nastati toksi¢ni
metaboliti koji se akumuliraju u zdravim tkivima dok je razgradnja lipida prirodni proces koji se
odvija u ljudskom organizmu. Liposomi su medu prvim terapijskim nanosustavima temeljenim
na lipidima prisutnim u klinickoj praksi. Razvijen je niz uspjeSnih formulacija koriStenjem

liposoma kao §to su Doxyl® i Caelyx® (liposomski doksorubicin), AmbiSome® i Abelect®
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(liposomski amfotericin B). Glavni problem ovih formulacija je o€uvanje njihove stabilnosti. 1z
tog razloga se spomenuti gotovi pripravci Cesto nalaze na FDA listi lijekova koje nedostaju na

trziStu (tzv. Drug Shortage List).

SLN se mogu proizvesti jednostavnim metodama priprave Sto je od velikog znaCaja za
farmaceutsku industriju. SLN imaju ¢vrstu jezgru koja povecava fizikalno-kemijsku stabilnost
cijelog sustava i1 pridonosi kemijskoj stabilnosti uklopljenog lijeka. Omoguc¢eno je produljeno
oslobadanje lijeka, a modifikacijom povrSine nanocestica mogucée je usmyjeriti lijek na ciljano

mjesto djelovanja.

Osiguranje stabilnosti vazan je dio razvoja oralnih formulacija koriStenjem terapijskih
nanosustava temeljenih na lipidima. Kako bi definirali u kojim uvjetima osigurati stabilnost
sustava, pored karakterizacije lijeka potrebno je detaljno prouciti i karakteristike lipida kao
glavne gradevne komponente. Polimorfizam lipida vaZzan je aspekt koji utjee na stabilnost
sustava jer ovisno o polimorfnom obliku lipida stvara se mjesto u sustavu za ugradnju lijeka.
SavrSene kristalne forme su termodinamicki stabilnije no metastabilne forme su te koje
osiguravaju prostor za uklapanje lijeka u lipidnu strukturu. S vremenom metastabilne forme
mogu prijeci u stabilnije forme Sto uzrokuje naglo otpusStanje lijeka iz sustava. Stoga je potrebno
u potpunosti karakterizirati mehanizam 1 uvjete u kojima dolazi do polimorfnih prijelaza lipida.
Kao i kod liposoma, modifikacija povrSine lipidnih nanocestica moze pridonijeti stabilnosti
sustava no moZe i u potpunosti izmijeniti farmakokinetiku terapijskog nanosustava. Dodatkom
hidrofilinih polimera kao Sto su polioksipropilenski kopolimeri, kitozan, polivinil alkohol i PEG
postiZe se isti ucinak kao kod liposoma, a to je povecana bioraspoloZivost odnosno produzeno
vrijeme polueliminacije i time efikasnija distribucija SLN-a u bolesnom tkivu (44). PEG-iliranje
ima jo$ vec¢i ucinak jer €ini Cesticu neprepoznatljivom retikuloendotelnom sustavu (45). Osim
specificnih funkcionalnih grupa koje utjeCu na bioraspoloZivost, SLN mogu vezati specifi¢ne

ligande koji olakSavaju pronalazak bolesnog tkiva, odnosno stanica (19).

VaZan aspekt fizikalno-kemijske karakterizacije SLN-a je kinetika oslobadanja lijeka iz sustava
koja bi posluzila u uspostavljanju in vitro in vivo korelacija (skr. IVIVC). Ve¢ je spomenuto da
su SLN nanosustavi izrazito pogodni za kontrolirano i produzeno oslobadanje lijeka (46) no

profil oslobadanja ovisi o0 mnogo kriti¢nih svojstava SLN-a, njenih komponenti i same metode
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priprave. U poglavlju 1.2.3. je pokazano kako ovisno o odabiru metode priprave nastaje odredeni
model SLN-a. MoZemo zakljuciti da je detaljna fizikalno-kemijska karakterizacija SLN-a
preduvjet za in vivo studije kao i za uspostavljanje korelacije s in vitro podacima. Terapijski
nanosustavi su opcenito bez obzira na vrstu i podrijetlo podloZni degradaciji izazvanoj i
najmanjim promjenama u njihovoj okolini. Pretpostavimo da je provedena detaljna fizikalno-
kemijsku karakterizacija SLN-a, postavlja se pitanje kako zadrzati kriticna svojstva unutar
definiranih granica u uvjetima prijelaza iz laboratorijske na komercijalnu veli¢inu serije. Kao
logi¢an izbor namece se implementacija koncepta kakvoce utemeljene kroz dizajn (QbD).
Sustavni pristup razvoju kroz razumijevanje procesa i proizvoda ubrzao bi vremenski razvojnu

fazu proizvoda kao 1 fazu prijelaza u komercijalnu proizvodnju.

U nastavku rada prikazan je pregled primjene i prednosti SLN-a u formulacijama slabo topljivih

i bioraspolozivih lijekova namijenjenih za oralnu primjenu.

4.1.1 Primjena SLN ¢estica u antiviralnoj terapiji

Virusne infekcije jedan su od vodecih zdravstvenih problema danasnjice. Jedan od razloga je taj
Sto se portfolio dostupnih terapija mora konstantno obnavljati zbog potencijalnog izlaganja
novim sojevima virusa. Otprilike 78 milijuna ljudi zarazeno je virusom od pocetka epidemije
dok je 39 milijuna izgubilo Zivot (64). Prema podacima iz 2009. godine, globalno trziste
antiretroviralnih lijekova iznosilo je 28 milijardi americkih dolara sa naznakama kontinuiranog
rasta trziSta (47). Trenutno je na globalnom trZistu dostupno 40 odobrenih lijekova koji se koriste
u lijeCenju virusa HIV-a, herpes virusa (HSV), humanog citomegalovirusa, hepatitisa B i C, te
virusa gripe A i B. Vec¢ina terapija namijenjene su za oralnu primjenu. Problematika vezana uz
antiviralne lijekove je ograniCena topljivost, nisko vrijeme poluZivota, niska bioraspoloZivost te
Terapije koje i jesu efikasne u smanjenju razine virusa u krvnoj plazmi nisu efikasne kako bi
dosegnule virusne Cestice koje se akumuliraju u srediSnjem Zivéanom sustavu. Ako dode do
takve akumulacije, oboljele osobe razvijaju progresivne mentalne poremecaje koje mogu dovesti

do smirti (64).
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Lopinavir je antivirusni lijek iz skupine inhibitora proteaze Cija je uloga sprijeciti daljnje
umnozavanje virusa HIV-a. Slabe je topljivosti 1 niske bioraspoloZivosti. Intravenske formulacije
zasad nisu dostupne te je povecanje bioraspoloZivosti oralnih formulacija lopinavira dugo
vremena tema brojnih istrazivanja. Razlog tome su loSa topljivost lijeka i njegova eliminacija
metabolizmom prvog prolaska kroz jetru uz djelovanje citokrom P450 enzima i P-glikoproteina
koji ogranicava gastrointestinalnu apsorpciju lijeka. Zbog toga se lopinavir uzima zajedno s
ritonavirom koji inhibira djelovanje citokrom P450 enzima te dijelom pospjeSuje njegovu
apsorpciju. Ciljano mjesto djelovanja virusa je limfno tkivo pridruZeno sluznici crijeva gdje je
jako teSko moguce nakupljanje molekula lijeka unato¢ visokoj bioraspoloZivosti lijeka u
sistemskoj cirkulaciji. SLN cestice su se pokazali pogodnim terapijskim nanosustavima za
dostavu lijeka u limfno tkivo (43, 48). Osim povecanja bioraspoloZivosti povecava se i
dostupnost lijeka u limfnom sustavu i njegovo zadrZzavanje u limfnom tkivu u koncentraciji koja
moze izazvati terapijski ucinak u odredenom vremenu. Reformulacijom oralnih pripravaka
koriStenjem SLN-a kao nosaca lijeka moguce je poboljSati terapiju postoje¢im antiviralnim
lijekovima. Efavirenz je lijek koji pripada BCS klasi II ¢ije su karakteristike loSa topljivost i
visoka permeabilnost. Zbog loSe topljivosti u vodi, efavirenz se eliminira iz sistemske cirkulacije
metabolizmom prvog prolaska kroz jetru Sto rezultira niskom bioraspoloZivosti (40-45%) (64).
Formulacijom efavirenza u SLN koje su gradene od triglicerida gliceril behenata (compritol 888
ATO) povecana je bioraspoloZivost na mjestu djelovanja lijeka (49). Animalnim studijama na
Stakorima proucavan je mehanizam transporta efavirenza kroz limfno tkivo crijevne sluznice.
Napravljene su 4 grupe od kojih je jedna primala placebo (fizioloSku otopinu), druga grupa je
primala SLN-efavirenz, tre¢a grupa koja je takoder primala SLN-efavirenz nakon primjene
injekcija cikloheksimida koji blokira prolazak lijeka u limfno tkivo, te Cetvrta grupa koja je
primala suspenziju efavirenza u vodi. Osim cikloheksimida put primjene u svim grupama je bio
oralni. Pokazano je da je kod grupe Zivotinja koja je primala efavirenz-SLN cestice u odnosu na
grupu koja je primala vodenu suspenziju efavirenza, koncentracija efavirenza u jetri je bila
44.7% manja Sto je potvrda ucinka smanjenog prvog prolaska kroz jetru. Usporedbom rezultata
unutar grupa koje su primale SLN-efavirenz s i bez cikloheksimidom, koli¢ina efavirenza u jetri

bila je vec¢a kod grupe koja je primala cikloheksimid S$to ukazuje na izraZzenu bioraspoloZivost u
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sistemskoj cirkulaciji. Usporedbom profila koncentracije lijeka u plazmi u ovisnosti o vremenu

(Slika 15), primijecene su niZe vrijednosti AUC-a kod grupe koja nije primala cikloheksamid.

i = EFV loaded SLN
. SLN + Cycloheximide
i I —— APl

150 |

Concentration (ng/ml)

100 §

50 |

Slika 15. Profili koncentracije efavirenza u plazmi Stakora nakon oralne primjene SLN- efavirenza (EFV)
s 1 bez cikloheksimida i vodene suspenzije efavirenza (API) (49)

Daljnjom analizom koncentracije efavirenza u limfnom tkivu dobivene su koncentracijske
vrijednosti od 98,73 ng/ml izmjerene u vremenu od 4 h nakon primjene i 147,11 ng/ml izmjerene
u vremenu od 6 h nakon primjene. Rezultati provedenih ispitivanja su potvrdili da SLN Ccestice,
osim $to povecavaju bioraspoloZivost efavirenza u usporedbi sa konvencionalnim terapijama,
pospjesuju prolazak lijeka kroz limfno tkivo. VeCom dostupnosti efavirenza u limfnom tkivu
izbjegnuta je njegova koncentracija u sistemskoj cirkulaciji i posljedi¢no tome eliminacija lijeka

metabolizmom prvog prolaska kroz jetru (49).
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4.1.2 Primjena SLN destica u genskoj terapiji

Genski sustavi za dostavu lijeka mogu biti viralni i ne-viralni vektori. Viralni vektori pokazali su
se kao najefikasniji, no ograni¢eni su u upotrebi zbog imunogenosti i male kolicine DNA koju
mogu primiti (50). Kationski lipidi postali su od velikog interesa u razvoju nove generacije
genskih terapija zbog mogucnosti in vitro transfekcije. Poznato je oko 30 komercijalno dostupnih
proizvoda na bazi DNA-lipid kompleksa (Lipofectin®, Transfectam®, LipofeACE ). Problem
ovih terapija je izraZena toksic¢nost koja moze dovesti do apoptoze stanica. SLN gradene od
kationskih lipida mogu stvoriti tzv. nanokomplekse koji zbog naboja mogu olaksati transfekciju

stanica. [zmedu ostalog SLN Stite DNA od degradacije djelovanje intracelularnih DNA-aza.

Svakako je vaZan podatak da je EMA u svom CHMP izvjestaju (51) navela lijek TKM-Ebola
(TKM-130803) kao jedan od potencijalnih kandidata u suzbijanju virusa ebole. TKM-Ebola je
SLN terapijski nanosustav veli¢ine 60-120 nm koja sluzi kao nosac interferiraju¢e RNA (Slika
16), a koja je dizajnirana kako bi reducirala ekspresiju EBOV L polimeraze i izazvala represiju
EBOV replikacije. Prva formulacija TKM-100802 nije bila namijenjena borbi protiv samog
uzroCnika EBOV nego da reducira ekspresiju EBOV L polimeraze 1 suzbije replikaciju virusa.
Mehanizam djelovanja sustava doima se jednostavno; SLN prolaze infektivne stanice
endocitozom zbog Cega se dogada promjena pH koja izaziva otpusStanje dvaju siRNA
komponenti (52). Iako su pretklinicke studije na animalnim metodama rezultirale uspjehom,
klinicka studija TKM-130803 na pacijentima oboljelim od ebole nazalost nisu pokazale
poboljSanje prezivljenja (53). NeuspjeSnost klinicke studije pripisuje se €injenici da su pacijenti
bili u ve¢ uznapredovanom stadiju bolesti te je primijenjena terapija bila nedovoljna u usporedbi

sa stanjem pacijenata.
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Components:

Slika 16. Lipidna nanocestica TKM-130803 (TKM-100802) (52)

4.1.3 Primjena SLN ¢estica u imunosupresivnoj terapiji

Imunosupresivi su lijekovi uskog terapijskog podrucja i visoke intraindividualne varijabilnosti
koncentracije lijeka u krvi zbog raznih fizioloskih faktora i mogucih interakcija lijeka. U vecini
slucajeva, upotreba ovih lijekova zahtjeva individualiziranu terapiju i doziranje iskljucivo od
strane lije¢nika budu¢i da su razlike u klinickom odgovoru i bioraspoloZivosti lijekova kod
pacijenata jako velike (54). Ciklosporin je imunosupresivni lijek koji se primjenjuje kao dio
terapije poslije transplantacije organa ili koStane srzi, te u lijeCenju autoimunih bolesti kao Sto su
reumatoidni artritis, psorijaza i atopicki dermatitis. Prema podacima iz PSUR-a (engl. Periodic
Safety Update Report) koji pokriva period od 1. sije¢nja 2007. do 31. prosinca 2009., izloZenost
lijeku imalo je otprilike 4,9 mil. pacijenata (55). Problemi vezani uz sve komercijalno dostupne
formulacije ciklosporina su izrazito niska i varijabilna apsorpcija lijeka (10-60%) zbog slabe
topljivosti ciklosporina i izraZzenog ucinka prvog prolaza lijeka kroz jetru, te visoka varijabilnost

vremena (tmax) 1 vrSne koncentracije lijeka u krvi ili plazmi (Cyax) (56).

Komercijalno dostupni lijekovi Sandimmun Neoral/Optora1® (Novartis) u obliku kapsula ili
oralne otopine su formulacije u obliku mikroemulzija koje omogucuje ravnomjerniju apsorpciju
ciklosporina. Formulacija lijeka u obliku mikroemulzije naspram uljne otopine lijeka

Sandimmun", koja je prva dostupna komercijalna formulacija, smanjila je navedene varijacije.
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No njihovom primjenom postiZe se vrSna koncentracija ciklosporina u plazmi preko 1000 ng/ml
Sto uzrokuje nefrotoksi¢nost i1 hepatoksi¢nost. Uklapanjem ciklosporina u SLN destice
poboljsana je oralna apsorpcija lijeka i izbjegnuta nefrotoksi¢nost. Miiller i suradnici (17, 56) su
ispitivali dvije formulacije ciklosporina A uklopljene u SLN cestice i u obliku nanokristala. In
vivo studija radena je na tri mlade svinje primjenom spomenutih formulacija kao i lijeka
Sandimmun Neoral”. Provedena su farmakokinetidka ispitivanja tijekom 24 sata te odredivana
koncentracija lijeka u krvi u ovisnosti o vremenu. Studija je potvrdila ve¢ spomenute probleme
formulacije Sandimmun Neoral/Optoral®; brza apsorpcija ciklosporina koja rezultira vr§nom
koncentracijom iznad 1400 ng/ml nakon 2 sata od primjene lijeka te polagano sniZavanje
koncentracije tokom vremena. Formulacija ciklosporina u obliku nanokristala nije postigla
odgovarajucu bioraspoloZivost, vrijednosti koncentracije lijeka u krvi bile su izmedu 30 i 70
ng/ml kroz period od 14 sati te je formulacija ocijenjena kao neprikladna. Nakon primjene
ciklosporina u obliku SLN cestica nije postignuta vrSna koncentracija iznad 1000 ng/ml kao kod
formulacije Sandimmun Neoral/Optoral®. Obje formulacije pokazale su svojstvo visoke
intraindividualne varijabilnosti, a prema odredivanim farmakokinetickim parametarima
potvrdeno je da nisu bioekvivalentne. Veca bioraspolozivost SLN-ciklosporina u odnosu na
nanokristale moZe se objasniti i sljedeCom pojavom, a to je efekt poboljSanja apsorpcije (engl.
mechanism of absorption promotion effect). Lipidi se razlaZzu djelovanjem enzima lipaze na
aktivne mono- i diacil- glicerole koji skupa sa Zu¢nim solima formiraju micele koje zatim
pospjesuju apsorpciju lijeka u sistemsku cirkulaciju. Degradacija lipida ovisi o sastavu njegovog
matriksa, kraci lanci masnih kiselina razlazu se brze u usporedbi sa duzim lancima. Oblik i grada
molekula surfaktanta moZe utjecati na sporije ili brZze vezanje lipaza na SLN sustav. Spomenuti
efekt ukazuje na moguc¢nost daljnjih istrazivanja prikladnih formulacija ciklosporina A
koriStenjem SLN-a kao terapijskog nanosustava. Ispitivanjem SLN formulacija razliitog

lipidnog sastava moguce je posti¢i odgovarajuci profil koncentracije lijeka u krvi (56).
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4.2 Aspekti razvoja i karakterizacija SLN-a

Karakterizacija SLN-a izrazito je kompleksan proces. Topljivost lijeka u lipidnoj komponenti,
polimorfizam i kristalne formacije lipida, stabilnost nastale koloidne disperzije, klju¢ni su
aspekti u razvoju formulacija temeljenih na SLN-u. Moguénost formiranja raznih kristalnih
oblika lipidnog matriksa omogucuje uklapanje lijeka u kristalne nesavrSenosti do odredenog
kapaciteta. Upravo je kapacitet uklapanja lijeka (engl. loading capacity, skr. LC) ujedno i
parametar koji ukazuje na stabilnost ovog oblika terapijskog nanosustava. Kristalna struktura i
polimorfni oblik koji proizlazi iz kemijskog sastava i prirode lipida kljucni faktor koji odreduje
da li ¢e SLN zadrzati molekule lijeka ili ¢e do¢i do razgradnje sustava (17). Proces kristalizacije
lipida nece se odvijati jednako u formiranim lipidnim nanocesticama kao na lipidnom materijalu
u prirodnom obliku. Stoga je potrebno detaljno karakterizirati mehanizme 1 uvjete u kojima
dolazi do destabilizacije sustava, posebice ako je rije¢ o formulaciji s kontroliranim
oslobadanjem lijeka. Razvoj terapijskog nanosustava pocinje od karakterizacije veliCina Cestica
koja se krece u rasponu veli¢ina 1-100 nm. Na veli¢inu Cestica mogu utjecati pomoc¢ne tvari
prisutne u formulaciji terapijskog nanosustava (lipidi, pomo¢ni i osnovni surfaktanti), odabrani

proizvodni postupak i procesni parametri.

4.3 Fizikalno kemijska karakterizacija SLN-a

4.3.1 Velic¢ina, morfologija i struktura SLN-a

SLN pripadaju koloidnim sustavima (veli¢ina Cestica <1000 nm). PovrSinska svojstva takvih
Cestica odredena su njihovim heterogenim sastavom i okruZenjem u kojem se nalaze. Proces
kristalizacije SLN-a ovisan je o uvjetima u kojima se dogada (temperatura, koncentracija) i o
prirodi materijala lipidne komponente i lijeka. Morfologija i unutarnja struktura Cestica su
direktno povezane s profilom oslobadanja lijeka te uspjeSnosti i kapacitetom uklapanja lijeka.
Proucavanjem morfologije ili vanjskog oblika Cestice proucava se struktura i karakteristike
njezine povriine. Cestice sferi¢nog oblika imaju najmanju moguéu specifiénu povrsinu u

usporedbi s drugim oblicima i time je potrebna jako mala koncentracija surfaktanta kako bi se
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osigurala stabilnost koloidne disperzije SLN. Osim toga takvim oblikom ogranicen je kontakt s
okolnim medijem $to takoder doprinosi stabilnosti cijelog sustava. Na oblik i veliinu Cestica
mogu utjecati formulacijski faktori: kemijski sastav i koncentracija osnovnog i/ili pomo¢nog
surfaktanta, kemijski sastav i omjer komponenti u smjesi lipida te procesni parametri ovisno o
odabranoj metodi priprave, odnosno proizvodnom postupku. Utjecaj odredenih faktora na
Zeljena svojstva SLN-a moze se ispitati na dva nacina; laboratorijskom pripremom odredenog
broja razliCitih pripravaka SLLN-a i njihovom detaljnom fizikalno kemijskom karakterizacijom ili
primjenom odgovaraju¢ih modela eksperimentalnog dizajna i matematickih modela (57).
Razumljivo je da oba nacina ispitivanja utjecaja sastava formulacije na svojstva SLN-a imaju
svoje prednosti 1 nedostatke. Detaljnom fizikalno-kemijskom karakterizacijom viSe potencijalnih
pripravaka SLN-a moguce je uspostaviti korelaciju veliine Cestica s nekim drugim svojstvom
Cestica, npr. sa zeta potencijalom ili s procesnim parametrima. To naravno moZe rezultirati
duzim vremenskim trajanjem razvoja formulacije. S druge strane, primjenom matematickih
modela ispituje se korelacija tocno odredenih fizikalno-kemijskih svojstava, a vremenska uSteda
tijekom faze razvoja je znacajna. Osim omjera koli¢ina pojedinih komponenti SLN-a, na veli¢inu
Cestica utjeCe i HLB broj surfaktanta (58). Primjerice, koriStenjem Pluronic F68 ¢iji je HLB broj
ve¢i od 24, dobivene su vece SLN Cestice u odnosu na SLN proizvedene koriStenjem
Chromophore® EL (HLB = 12-14), Tween®20 (HLB = 16) i Tween®80 (HLB = 15)

surfaktanta.

Za mjerenje veli¢ine Cestica najceSce se koristi kombinacija tehnika fotonske korelacijske
spektroskopije (engl. photon correlation spectroscopy, PCS) i laserske difrakcije (engl. laser
diffraction, LD), koje djeluju na principu detekcije rasprSene svjetlosti koja nastaje kretanjem
Cestica (58). Preduvjet je da Cestice imaju pravilan oblik i odredeni raspon veli¢ine, od nekoliko
nanometara do otprilike 3 um. S obzirom da tijekom kristalizacije lipidne komponente mogu
nastati razne nepravilne strukture, potrebno je primijeniti komplementarne tehnike koje mogu
detektirati vece Cestice nepravilnog oblika. U literaturi se spominje kombinacija elektronske
mikroskopske tehnike tzv. cryo-field emission scanning electron microscopy (cryo-FESEM) s IR
1 Raman spektroskopijom (59) koja moZe detektirati Cestice nepravilnog oblika. Prednost
elektronske mikroskopske tehnike cryo-FESEM je Sto se lipidne Cestice ne moraju razdvajati od

vodene faze te je umanjen utjecaj energije tokom mjerenja na sami uzorak (58). U istim uvjetima
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moZe se primijeniti i Raman spektroskopija, no primjenom te tehnike mozemo dobiti samo
podatke o strukturi i rasporedu povrSinskih molekula odnosno lanaca masnih kiselina (19).
Tehnike elektronske mikroskopije pogodne su i za ispitivanje strukturnih promjena SLN Cestica
u kontaktu s razliCitim medijima. Glavni problem svih tehnika je mogu¢a modifikacija sadrZaja
uzorka tokom njihove pripreme za analizu. SLN su osjetljive i na najmanje promjene tako da je
izrazito vazno pokazati podloZznost metode na promjene uvjeta ispitivanja u odnosu na uvjete

pohrane i pripreme uzoraka (17, 24, 31).

Ostale tehnike za karakterizaciju veli¢ine i morfologije lipidnih nanocestica djeluju na principu
rasprSivanja svjetlosti i razdvajanja proto¢nim poljem (engl. Field-flow Fractionation, FFF ili
FiFFF). Analiticka tehnika razdvajanja proto¢nim poljem (FFF) djeluje na principu razdvajanja
Cestica prema njihovoj veli¢ini, odnosno brzini kretanja opisanim Brownov-im gibanjem (60).
Tehnika FFF ima jedinstvenu sposobnost separacije Cestica preko cijelog raspona od 1 nm do
1000 nm, Sto je izrazito pogodno za koloidne sustave. Prednosti ove tehnike su velika
selektivnost 1 mo¢ razlu€ivanja ¢ak i na nano- i submikro-metarskoj skali ¢ime je primjenjivaiza
razdvajanje bioloskih makromolekula. No separacijske analiticke tehnike nisu dovoljne same po
sebi jer nastali sadrzaj treba detektirati te se sprezu s tehnikama kao Sto su identifikacija UV/VIS
ili detekcijom svjetlosnim rasprSenjem (engl. Multi-angle Light Scattering, MALS). Ovisno o
svojstvu na temelju kojeg se razdvajaju Cestice postoji niz izvedenih tehnika kao Sto je
sedimentacijska (SAFFF), termicka (ThFFF), proto¢na (FiFFF), elektricna (EIFFF) i magnetska
(MgFFF).

Morfologija i unutarnja struktura SLN-a su vaZna fizikalno kemijska svojstva koja utjeCu na
efikasnost uklapanja lijeka unutar ¢vrstih nanocestica. Unutarnja struktura SLN-a opisana je
modelima spomenutim u poglavlju 1.2.2. i daje uvid u utjecaj pojedinih formulacijskih
komponenti, lijeka i lipida. Oblik Cestica govori o stabilnosti sustava predvidanjem interakcija s
okolinom i kinetikom oslobadanja lijeka. Povecanje veli¢ine Cestica nakon odredenog vremena
skladiStenja ukazuje na nestabilnost formulacije SLN-a jer dolazi do aglomeracije Cestica u vece
nakupine Sto je nepoZeljan efekt. SLN sfericnog oblika imaju najmanju specifi¢nu povrSinu zbog
cega se mogu stabilizirati s manjim koli¢inama surfaktanta 1 imaju najduzi put difuzije Sto

uvjetuje produljeno oslobadanje lijeka iz SLN-a (24). Obrnuto, SLN vece specifi¢ne povrSine
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rezultirati ¢e brzim oslobadanjem lijeka iz sustava. Osim oblika, na brzinu oslobadanja lijeka
utjece i veliCina Cestica (46). Produljeno oslobadanje tetrakaina u periodu od 6 h postignuto je
kod SLN-a promjera ve¢eg od 125 um dok je kod velikih SLN-a (<40 pum) 100% lijeka

oslobodeno ve¢ unutar prvog sata ispitivanja (46).

Na Slici 17 vidljiv je usporedni SEM (engl. scanning electron microscopy, SEM) prikaz
klotrimazol Cestica prirodnog materijala te lijeka uklopljenog u SLN 1 NLC. Slika pokazuje SLN
1 NLC cestice sferi¢nog oblika u velicinama raspona 50 do 150 nm te manje aglomerate koji se
pripisuju ljepljivoj prirodi lipida (58). Primijeceno je da izmedu SLN i NLC prikaza nema

vidljive razlike.

Slika 17. Usporedni SEM prikaz A) materijala u prirodnom obliku (klotrimazol), B) i C) SLN cestica i D)
NLC (58)

Usporedbom difraktograma (Slika 18) dobivenih metodom rendgenske difrakcije (engl. x-ray
diffraction, XRD) na razli¢itim uzorcima (klotrimazol, lipid, klotrimazol-SLN, klotrimazol-NLC,
slobodnih NLC i SLN) mogu se razluciti SLN 1 NLC formulacije. Iz prikaza (Slika 18) je
takoder vidljivo da nema razlike izmedu difraktograma slobodnih NLC/SLN i klotrimazol-
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NLC/SLN sto potvrduje da je dodana koli¢ina lijeka uspjesno uklopljena u lipidni matriks (58). S
obzirom da se NLC razlikuju od SLN u vidu lipidne komponente (binarna smjesa ¢vrstog 1

tekuceg lipida), XRD metoda se ¢ini kao prikladna komplementarna metoda za razlikovanje ova

dva jako sli¢na terapijska nanosustava.
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Slika 18. Usporedni difraktogrami u redoslijedu odozgo prema dolje: lijek (klotrimazol), lipid
(Compritol® 888ATO), slobodne SLN, klotrimazol-SLN, slobodne NLC i klotrimazol-NLC na skali od
10-30° (26) (58)

4.3.2 Polimorfizam i Kkristalizacija lipida

Polimorfizam i proces kristalizacije kljucna su svojstva lipida kao glavne gradevne komponente
SLN-a (24). Vecina proizvodnih postupaka podrazumijeva zagrijavanje lipida iznad tocCke taliSta
kako bi se formirala emulzija iz koje mogu nastati Cestice u ¢vrstom obliku nakon dispergiranja u
hladnoj vodenoj otopini. SLN ¢e se formirati samo ako nastupi proces kristalizacije lipida. O

brzini kristalizacije lipida ovisi i tip SLN-a. Ako kristalizacija lijeka nastupi prije kristalizacije
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lipida, nastat ¢e spremisni tip s lijekom uklopljenim u jezgri (17), obrnuto nastaje spremisni tip s
lijekom uklopljenim u ovojnici (21, 46). Do kristalizacije lijeka prije kristalizacije lipida dolazi
zbog prezasiCenja taline lipida lijekom uslijed hladenja. Kristalizacija lipida omogucuje
uklapanje lijeka u nastale kristalne nesavrSenosti nakon ¢ega polimorfni prijelaz dodatno
stabilizira SLN cestice. Uklapanje lijeka u amorfnim nakupinama u nastalim kristalnim
nesavrSenostima kristaliziranog lipida, predstavlja homogeni matriksni sustav (17, 24). Kriticna
temperatura kristalizacije je specificno svojstvo lipidnih materijala i njihov prirodni oblik je
kristalni na sobnoj temperaturi. No nastankom koloidne disperzije hladenjem u vodenoj otopini
lipidi ne moraju nuzZno kristalizirati u ¢vrsti oblik Sto je preduvjet za nastanak SLN-a. Lipidni
materijali koji kristaliziraju na temperaturama znatno niZim od temperature taljenja mogu dovesti
do stvaranja emulzije pothladene taline (engl. emulsions of supercooled melts) umjesto koloidne
disperzije SLN-a koje su Cvrstog oblika (61). Zato je potrebno ispitati sve uvjete i mehanizme
nastanka emulzija pothladenih taline kako bi prevenirali njihov nastanak. Trigliceride kratkih
lanaca karakterizira usporeni proces kristalizacije ¢ime je ve€a vjerojatnost nastanka emulzije

pothladene taline (28).

Svojstva polimorfizma i kristalizacije lipida prate se u dispergiranom stanju materijala kako bi se
optimizirala temperatura proizvodnog postupka. Bunjes i sur. (61) su ispitivali utjecaj zasi¢enih
mono- i tri-glicerida, duZzine lanca od 12 do 18 ugljikovih atoma na proces kristalizacije i
formiranje Cvrstog lipidnog matriksa. Kao lipofilni modelni lijek koristili su menadion.
Trigliceridi postoje u tri polimorfna oblika, najmanje stabilna forma o, metastabilna forma " i
najstabilnija B forma. Prijelazi izmedu formi se deSavaju brZe ako se materijal nalazi u
koloidalno dispergiranom obliku pa je potrebna i kontrola temperature u proizvodnoj fazi
hladenja koja vodi do formiranja c¢vrstog lipidnog matriksa. Polimorfni prijelazi nakon
kristalizacije u lipidne nanocestice odvijaju se sporije kod triglicerida duZih lanaca. Ako se Zeli
posti¢i veci kapacitet uklapanja lijeka, potrebno je razviti SLN cCestice s manje uredenom
kristalnom reSetkom kako bi se formiralo viSe slobodnih mjesta za uklapanje lijeka, a za to su
najbolji izbor kompleksne smjese triglicerida (62). Temperatura kristalizacije lipida kao
materijala u prirodnom obliku nije jednaka ako je isti lipid u dispergiranom obliku (vrijednosti su
obi¢no dosta nize). Isto pravilo vrijedi i za brzine polimorfnih prijelaza iz a i B~ oblika u stabilnu

B formu. Omjer komponenti u smjesi triglicerida ili ¢vrstih lipida uvelike utjeCe na brzinu

47



polimorfnih prijelaza 1 kristalizacije tako da je potrebno ispitati viSe razli¢itih omjera kako bi
odredili najprikladniji. Vece koli¢ine surfaktanta u vodenoj otopini takoder mogu usporiti ili

odgoditi kristalizaciju lipida (46).

Stabilnost disperzija SLN-a moze se promijeniti i s vremenom skladiStenja SLN-a u obliku
koloidne disperzije. Zapazeno je da nakon nekog vremena odredene formulacije formiraju
strukturu gela pod utjecajem temperature, svjetlosti i vlage (63) Sto je nepovoljno stanje sustava
jer Cestice formiraju niz agregatnih nakupina i vodenih odjeljaka te mogu dovesti do ekspulzije
lijeka. IzloZenost bilo kojem vanjskom utjecaju gdje se kineticka energija Cestica povecava,
dovodi do ucestalijih kolizija, oSte¢enja struktura SLN-a i poticanja procesa agregacije koje
pogoduje nastanku gelova. Lipidi obi¢no prvo kristaliziraju u nestabilne o modifikacije zbog
niZe energije aktivacije, a zatim se deSava polagani polimorfni prijelaz iz a u stabilnu ° formu
koji se moze inhibirati u prisustvu surfaktanta. Nastanak strukture gela upucuje na potpunu
kristalizaciju lipida u stabilan ° oblik bez polimorfnih prijelaza. Stabilni 8* oblici nisu pozeljni
jer izazivaju promjene oblika nanocestica te uzrokuju ekspulziju lijeka iz sustava zbog tendencije
prema kristalnoj ,,savrSenosti. Stoga je ispitivanje kristalinicnosti i polimorfizma lipidnog

materijala u disperziranom obliku, klju¢an dio karakterizacije SLN-a (24, 62).

Postotak kristalizacije lipida moze se odrediti diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom (engl.
Differential Scanning Calorimetry, DSC). Pomo¢u DSC krivulja je moguce detektirati
temperaturne prijelaze uslijed zagrijavanja te na temelju entalpije taljenja izraCunati postotak
kristalizacije lipidnog materijala ugradenog u SLN. Kao referentni materijal koristi se Cisti lipid
(100% entalpija), te se usporedbom DSC krivulja i entalpija taljenja (J/g materijala) moZe
izraCunati postotak kristalizacije SLN-a bez molekula lijeka (23, 24, 46). Miihlen i sur. (46) su
DSC tehnikom karakterizirali SLN cestice pripravljene iz glicerol trilaurata kao lipidne
komponente. DSC dijagrami su pokazali depresiju temperature taljenja (44,7 °C) u usporedbi s
temperaturom taljenja Cistog lipida (46,2 °C). Usporedbom entalpija taljenja dobivenih
izratunom 170,3 na 116,5 J/g, dobiven je postotak kristalizacije lipida od 68,4% uz pretpostavku
da je entalpija lipida 100%. Na postotak kristalizacije lipida utjeCe mala veli¢ina Cestica te
prisutnost sojinog lecitina kao surfaktanta koji uzrokuje distorzije kristalne strukture lipidnog

matriksa. Heterogena smjesa mono- 1 di-glicerida pokazala je manje izraZzenu depresiju tocke
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taljenja pa su time bili pogodniji za pripravu SLN-a. Uklapanje lijeka u lipidni matriks moze
ubrzati kristalizaciju lipida u stabilnije polimorfne oblike. Iz usporedbe DSC dijagrama SLN-a
bez i s uklopljenim prednizolonom te Cistog lipida komprimitola (Slika 19) vidljivo je da
dijagram C koji predstavlja SLN s prednizolonom ima najmanji pik, odnosno najmanju entalpiju
taljenja. Krivulja hladenja SLN cestica bez molekula lijeka pokazuje 2 pika. Oni ukazuju na
formiranje nestabilnog polimorfnog oblika koji se pak ne opaZa na krivulji hladenja SLN-a s
prednizolonom (46). DSC tehnika nije uvijek prikladna i pouzdana kada se rade testiranja na
koloidnim disperzijama. Zbog velikog udjela vode ograni¢ava se temperaturni maksimum koji se
moZe primijeniti te pojava Sirokih endotermnih pikova (62). U tom slucaju koriStenje
komplementarnih analitickih tehnika kao $to su protonska NMR spektroskopija visoke rezolucije

ili rendgenska difrakcija je bolji izbor (58, 62).
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Slika 19. DSC dijagrami zagrijavanja i hladenja: A) nehomogeniziranog kompritola, B) SLN bez lijeka i
C) SLN s uklopljenim lijekom prednizolon (46).

4.3.3 Zeta potencijal i naboj na povrSini SLN-a

Povrsinske karakteristike SLN-a imaju znaCajan utjecaj na stabilnost cijelog sustava i dijelom na
njihovo ponasanje u in vivo uvjetima. Naboj koji se generira na povrSini Cestice proizlazi iz

nekoliko izvora. Izvor moZe biti lipidna komponenta ako je po kemizmu kiselina (intrinzicni
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naboj) i surfaktant te njihove interakcije s vodenim medijem. SLN gradene od kationskih lipida
pokazali su se kao potencijalni terapijski sustavi za prijenos genetskog materijala zbog niza
interakcija koje mogu ostvariti kako bi nastala in vitro transfekcija (45). Virusni vektori za koje
se dosada smatralo efikasnim nosa¢ima DNA, ograni¢eni su u upotrebi zbog imunogenosti i
malih veli¢ina DNA koje mogu nositi. U usporedbi s njima ne-virusni vektori, iako fizioloSki
prihvatljiviji nosaci, imaju nisku efikasnost transfekcije (50). Naboj cestice u koloidnom sustavu
se ne moze direktno izmjeriti. Ono Sto se moze detektirati je potencijal koji Cestica moZe
ostvariti tokom interakcije s okolnim medijem. Taj elektrostatski potencijal zovemo zeta
potencijal () 1 vaZan je parametar koji nam daje sliku o stabilnosti sustava i moguéim
interakcijama SLN-a. Zeta potencijal moZe se opisati fizikalnim modelom elektricnog dvosloja
koji okruzuje povrSinu Cestice. Na Slici 20 je graficki prikaz elektri¢nog dvosloja koji se sastoji
od vezanog ili fiksiranog sloja i slobodnog odnosno difuzijskog sloja (,,Gouy-Chapman* sloj)
koji se distribuira kroz medij 1 opisuje odnos Cestice s okolnim ionima. Fiksirani ili vezani sloj
opisan je s dvije povrSine, stvarna povrSina Cestice 1 povrSina vezanih iona suprotnog naboja koji
se jo$ naziva i ,,Sternov sloj*“. Vrijednost zeta potencijala dobivena mjerenjem prikladnim
analitickim tehnikama je razlika naboja odnosno razlika potencijala izmedu difuznog i Sternovog
sloja. Zeta potencijal najceSce se odreduje se laserskom doppler anemometrijom koja se temelji
na Dopplerovom pomaku. Mjerenje zeta potencijala predvida stabilnost koloidne disperzije.
Mogucénost agregacije Cestica je umanjena ako Cestice imaju visok zeta potencijal koji rezultira
ucestalim odbijanjima Cestica (63). Zeta potencijal vec¢i od [30] mV osigurava stabilnost sustava,
odnosno disperzije SLN-a, dok potencijal ve¢i od |60] mV predstavlja optimalnu vrijednost
sustava koja ¢e osigurati stabilnost kroz duZi vremenski period. Potencijal ispod |S| mV vrlo
Cesto rezultira agregacijom SLN-a. Spomenute vrijednosti pokazane su na odredenim modelima
SLN-a tako da one mogu posluZiti samo kao informativne vrijednosti. Vrijednost zeta potencijala
potrebna da stabilizira odredeni sustav svakako ¢e ovisiti o drugim parametrima kao Sto je
stabilnost lipidne komponente, udio stabilizatora (surfaktant) u formulaciji 1 veliCini Cestica. Zeta
potencijal je prema tome i stabilitetno-indikativni parametar. Velike promjene u vrijednosti zeta
potencijala mogu ukazati na promjene kao $to su formiranje gela ili rekristalizacija lipida (63).
Raspon zeta potencijala od -30 mV nije dovoljan za osiguranje stabilnosti kao $to je pokazano sa

SLN pripravljenim iz komprimitola (63). Zeta potencijal nanoCestica izmjeren odmah nakon
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proizvodnje iznosio je -24,7 mV zatim je pao na -15,1 mV nakon jednog tjedna pohrane
disperzije u staklene spremnike pod utjecajem umjetne svjetlosti. ZabiljeZeno je formiranje gela
na temelju izmjerene vrijednosti promjera Cestica (90% Cestica bilo je veliine 52 pm.
Mehanizam je nastupio neSto kasnije (nakon dva mjeseca) na uzorcima izloZenim dnevnoj
svjetlosti. Dobivene vrijednosti potvrdile su da je zeta potencijal u vrijednosti od |30 mV nuzan
za dobru stabilizaciju sustava uzimajuci u obzir kontrolirane uvjete ¢uvanja. Takoder izloZenost
svjetlosti uzrokuje smanjenje vrijednosti zeta potencijala, Sto dovodi do mehanizma formiranja
gela, odnosno destabilizacije disperzije SLN-a. Sli¢ni trendovi smanjenja vrijednosti zeta

potencijala opaZene su povecanjem temperature skladiStenja otopine (63).
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Slika 20. Shematski prikaz elektri¢nog dvosloja (24)

Osim svjetlosti 1 temperature, na vrijednost zeta potencijala mogu utjecati pH, ionska jakost i tip
iona u SLN disperziji. Dodatkom elektrolita, promjenom pH vrijednosti medija, moguce je
povecati elektrostatska odbijanja i time zadrzati odgovarajucu vrijednost zeta potencijala. Utjecaj
pH vrijednosti na vrijednost zeta potencijala ispitan na dva razli¢ita SLN modela vidljiv je na

Slici 21. Na modelu sustava Dynasan-SLN je utjecaj pH vrijednosti manje izraZen kod viSih
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koncentracija lijeka uklopljenih u same nanocestice, dok je prazna Cestica kao referentni model

pokazala najve¢e promjene u vrijednosti zeta potencijala. Kod oba modela, u podru¢ju pH

vrijednosti 5-7 promjene vrijednosti zeta potencijala su najmanje Sto ukazuje na stabilnost

sustava i optimalnu pH vrijednost. Iako je kod sustava Dynasan-SLN povecan zeta potencijal u

luZnatom dijelu pH vrijednosti, stabilnost sustava nije odrZiva na tako visokoj pH vrijednosti

(65).
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Slika 21. pH profili Dynasan-SLN i kompritol-SLN u ovisnosti o zeta potencijalu uz upotrebu 5%
stabilizatora (sojin lecitin i poloksamer). T = tetrakain u razli¢itim koncentracijama, R = SLN cestica bez

tetrakaina (65)

Ako se zeta potencijal odreduje u destiliranoj vodi ili vodi niske konduktivnosti dobiva se

informacija o naboju same povrSine Cestice Sto znaci bez razlike potencijala difuznog sloja i
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Sternovog sloja. Zeta potencijal dodatno se povecava u prisustvu surfaktanta tako da je potrebno

ispitati ovisnost vrijednosti zeta potencijala o odredenoj koncentraciji surfaktanta (24).

4.4 Fizikalna i kemijska stabilnost SLN-a

Smanjenje veliine Cestica na nanometarsku skalu dovodi do povecanja specificne povrSine
materijala ¢ime se naglaSavaju njegova intrinzi¢na svojstva. OdrZavanje stabilnosti SLN-a kao
terapijskog nanosustava unato¢ naglaSenim intrinziénim svojstvima lipidnih materijala je jedan
od najvaznijih aspekata razvoja SLN-a s uklopljenim lijekom. Stabilnost SLN-a doprinosi
sigurnosti 1 efikasnosti primjene formulacije lijeka. Problemi koji se mogu javiti tijekom
uskladiStenja su aglomeracija Cestica, taloZenje ili rast Cestica formiranjem vecih kristalnih
nakupina, ovisno o uvjetima kojima su izlozeni, bilo da je rije¢ o vodenoj disperziji SLN-a ili
finalnom farmaceutskom obliku (tableta, kapsula, injekcije, itd.). Na stabilnost SLN-a mogu
utjecati intrinzicni (lipid, PAT, lijek, medij) 1 ekstrinzi¢ni parametri (temperatura, vlaga, uvjeti

skladiStenja, bioloski medij) te je kontrola tih parametara klju¢na za odrZavanje stabilnosti.

-----

-----

stabilnost sustava su: veli¢ina cestica (PCS 1 LD metode), zeta potencijal (PCS metoda) te
stupanj ili postotak kristalizacije lipida (DSC metoda). Svjetlost i temperatura imaju utjecaj na
rast Cestica koji dovode do spomenutih mehanizama formiranja gela ili agregacije Cestica (56).
Formiranje gela u vodenoj disperziji komprimitol SLN-a stabiliziranih s poloksamerom 188
nastupilo je nakon 7 dana izloZenosti umjetnom svjetlu i nakon 3 mjeseca izloZenosti dnevnom
svjetlu. Zeta potencijal kao stabilitetno-indikativni parametar se smanjio s -24,7 mV na -18 mV,
Sto je ukazivalo na rast Cestica. Sli¢an efekt zabiljeZen je tokom izloZenosti disperzije poviSenim
temperaturama. Do rasta Cestica nije doSlo kod skladiStenja disperzije u hladnjaku. Kao razlog
koji potice mehanizam formiranja gela navodi se oblik Cestice 1 kemijski sastav surfaktanta. Iako
su komprimitol SLN cestice sferi¢nog oblika $to doprinosi stabilnosti sustava, slobodni dijelovi
povrsine lipida koji nisu pokriveni surfaktanom ili mjesta gdje je film surfaktanta unisten, dolaze
medusobno u kontakt i formiraju mrezu lipida. Taj mehanizam zasigurno poti¢u povisena

temperatura 1 svjetlost. VaZzan intrinzicni utjecaj na stabilnost sustava ima odabir lipidnog
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materijala kojeg karakterizira odredeni stupanj kristalini¢nosti i brzina polimorfnih prijelaza.
Sporiji proces kristalizacije i time polimorfni prijelazi lipida doprinose stabilnosti SLN-a.
Ukoliko se polimorfni prijelazi odvijaju sporije potrebno je vise vremena kako bi se postigao

optimalni raspored lanaca razli€itih veli¢ina (61, 62).

4.5 Profili oslobadanja lijeka iz SLLN-a i in vitro-in vivo korelacija

Glavni nedostatak SLLN-a kao terapijskih nanosustava je naglo oslobadanje lijeka uslijed
razgradnje cestica. Razlog naglom oslobadanju lijeka su poviSena temperatura i visoke
koncentracije surfaktanta koje mogu destabilizirati sustav. Kako bi se postigao odgovarajuci
profil oslobadanja lijeka, potrebno je prije svega posti¢i stabilan sustav. Prednizolon je prvi lijek
uklopljen u SLN kojim je postignuto produljeno oslobadanje lijeka iz sustava (46). Prednizolon
je kao izrazito lipofilni lijek inkorporiran u dva razli¢ita tipa SLN Ccestica gradenih od
monoglicerida (komprimitol 888 ATO) i triglicerida (Dynasan 112). Produljeno oslobadanje
lijeka postignuto je u periodu od 5 tjedana pri ¢emu je 83,8% lijeka oslobodeno iz
monogliceridnih i 37,1% iz trigliceridnih SLN-a. Razlika u koli¢ini oslobodenog prednizolona
moZe se objasniti razlikom u temperaturama taljenja spomenutih vrsta lipida i topljivosti lijeka u
lipidima. Tijekom proizvodnog postupka procesom kristalizacije formiraju se razliciti tipovi
SLN c¢ija unutarnja grada odnosno raspored lipida i lijeka odreduju kinetiku oslobadanja lijeka.
Fizikalno kemijske karakteristike uklopljene djelatne tvari (lijeka) takoder utjeCu na profil
oslobadanja. Manje lipofilni lijekovi kao §to je primjerice tetrakain izdvajaju se brZe iz lipidne u
vodenu fazu tokom proizvodnje, Cime kristalizacija lipida u lipidni matriks nastaje prije
kristalizacije lijeka koji se kasnije formira kao ovojnica oko lipidnog matriksa, tj. nastaje
spremisni tip s lijekom uklopljenim u ovojnici (46). Takav tip SLN-a uvijek rezultira profilom
trenutnog oslobadanja lijeka za razliku od ostala dva modela. Prisutnost surfaktanta u formulaciji
takoder moZe utjecati na oslobadanje lijeka. Kontrolirano i/ili produljeno oslobadanje lijeka
moze se posti¢i tako da se formira homogeni matriksni sustav ili spremisni tip s lijekom
uklopljenim u jezgri. Metodom difuzije otapala bez koriStenja surfaktanta dobivaju su SLN s
lipofilnim lijekom klobetazolom rasporedenim kroz cijeli lipidni matriks (37). Naglo oslobadanje

lijeka (= 45%) primijeceno je u prva 3 sata, nakon cCega se oslobadanje usporava. Faza
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produljenog oslobadanja lijeka moZe se opisati Higuchi-jevim modelom (Slika 22). Bimodalni
mehanizam oslobadanja klobetazola objaSnjava se formiranjem kristalne reSetke lijeka unutar
SLN-a. Unutarnja morfologija SLN-a karakterizirana je kao polimerni lipidni matriks u kojem je
lijek u unutrasnjosti rasporeden u mikrokristalinicnom obliku dok je dio lijeka kristaliziran na

samoj povrsini lipidnog matriksa koja je razlog prve faze naglog oslobadanja lijeka.
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Slika 22. Profil oslobadanja klobetazola iz SLN cestica u vodenom mediju (40% PEG 400 i 0,5% Tween
80) (37)

Na primjeru fenofibrata, lijeka izrazito loSe topljivosti i visoke permeabilnosti, veliCina Cestica je
imala veliki utjecaj na oslobadanje lijeka iz SLN-a (39). Usporedbom tri oblika formulacija; u
obliku SLN-a, mikronizirane fenofibrat formulacije i ¢istog lijeka, primije¢ene su velike razlike
u koncentracijama oslobodenog lijeka. Odredivanja profila oslobadanja lijeka iz SLN-a,
provedeno je koriStenjem je in vitro dijalizacijska metoda tehnika difuzijske vrecice kojom je
zabiljeZeno da se nakon vremenskog perioda od 5h iz SLN-fenofibrat oslobodilo 94% lijeka, dok
je iz formulacije mikroniziranog fenofibrata oslobodeno 62%, a iz formulacije Cistog fenofibrata
oslobodilo samo 41% lijeka. Usporedbom in vitro rezultata s rezultatima in vivo studija
koriStenjem animalnih modela (Tablica 5) na spomenute tri formulacije fenofibrata, moguce je
uspostaviti odgovarajucu korelaciju. In vivo studija radena je na animalnim modelima Wistar
Stakora kojima su formulacije primijenjene u stanju gladovanja. Mjerena je koncentracija

metabolita lijeka fenofibratne kiseline. Iz dobivenih vrijednosti vidjelo se da je vrijeme
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postizanja maksimalne koncentracije najkrace kod primjene formulacije SLN-fenofibrata te da je
postignuta maksimalna koncentracija lijeka u plazmi skoro dvostruko veca od ostale dvije
formulacije. Dobivene vrijednosti ukazuju da se apsorpcija fenofibrata povecava smanjenjem
veli¢ine Cestica, kao i brzina otapanja lijeka u vodenom mediju. Najveca koncentracija lijeka u

plazmi nakon 24 sata zabiljeZena je kod primjene formulacije SLN-fenofibrata (39).

Tablica 5. Farmakokinetic¢ki parametri fenofibrat formulacija (ispitivanja na Stakorima) (39)

Parametar SLN formulacija Fenofibrat u ¢vrstom Mikronizirana
fenofibrata obliku formulacija fenofibrata

Tnax (h) 4,42+0.40 6,9+0,5 6,5+0,4

Cinax (ng/ml) 65,3+7.2 20,0£3.5 38,1%£5,8

AUC.24 (h/pg/ml) 648+85 266x41 431%70

AUMC .4 (mg-hy/ml) | >5,34+0,53 2,31+0,22 3,51+0,32

MRT 24 (h) 8,24+0,50 8,66+1,40 8,14+0,70

AUC je povrsina ispod krivulje, AUMC je povrSina ispod krivulje netom nakon primjene i MRT
(engl. mean residence time) je prosjecno vrijeme zadrzavanja.

Iz dobivenih rezultata istrazivanja ocito je da su SLN izrazito pogodni za uklapanje slabo
topljivih lijekova; pospjeSuju farmakokineticki profil povecanjem topljivosti lijeka zbog male

veli¢ine Cestica.

4.6 Primjena QbD koncepta tijekom razvoja i proizvodnje SLN-a

Koncept kvalitete utemeljene kroz eksperimentalni dizajn u upotrebi je u farmaceutskoj industriji
ve¢ od ranih 1980-tih godina. Podrazumijeva sustavni pristup razvoju gotovih proizvoda kroz
definiranje ciljanog profila kvalitete proizvoda (engl. Critical Quality Attributes, CQA),
odabirom prikladnog proizvodnog postupka i definiranjem kriti¢nih procesnih parametara (engl.
Critical Process Parameters, CPP) koji utjeCu na procjenu 1 upravljanje rizicima svojstava

polaznih materijala i procesnih parametara na CQA (64). Upravo je procjena i upravljanje
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rizicima najvaznija faza primjene QbD koncepta. Procjena utjecaja svojstava polaznih materijala
1 CPP-a radi se kroz metodu dizajn eksperimenta (engl. Design of Experiments, DoE) u

definiranom prostoru dizajna.

Razvoj formulacije SLN-efavirenz u svrhu poboljSanja bioraspoloZivosti efavirenza, primjer je
primjene QbD koncepta u razvoju SLN kao terapijskih nanosustava (66). Zbog male veliCine
SLN-i su u mogucénosti pro¢i odredene fizioloSke membrane te dopremiti lijek u izvornom obliku
do mjesta djelovanja. Kako bi se zaobiSao probavni sustav 1 izbjegnuo metabolizam lijeka u jetri,
odabran je nazalni put primjene. Pretpostavljeno je da ¢e apsorpcijom u stanicama sluznice nosa
SLN cestice dospjeti preko cerebrospinalne tekucine do centralnog Ziv€anog sustava gdje se
virus vrlo Cesto akumulira te uzrokuje razne neuroloSke poremecaje ili ¢ak smrt pacijenata.
Ciljani profil kvalitete SLN-a odreden je parametrima veli¢ine Cestica i indeksa polidisperznosti
te uspjesnosti uklapanja lijeka u SLN (engl. encapsulation efficiency, EE). Kako bi se postigla
povecana apsorpcija lijeka potrebno je posti¢i najmanju mogucu veli¢inu Cestica, najmanji
indeks polidisperznosti, visoku uspjeSnost uklapanja lijeka i zeta potencijal od najmanje £20 mV
za postizanje stabilnosti sustava. Odabir prikladnog lipida odreden je testiranjem topljivosti
efavirenza u samom lipidu. Od Sest potencijalnih lipida, odabran je gliceril tripalmitat u kojem je
postignuta najveca topljivost (12010 mg lijeka na 1 g lipida). Odabir prikladnog surfaktanta
odreden je na temelju dobivenih izmjerenih vrijednosti CQA parametara pripravom SLN-a

koriStenjem gliceril tripalmitata kao lipida i Sest razliitih vrsta surfaktanta (Tablica 6).

Tablica 6. Eksperimentalne vrijednosti veliCine Cestica, indeksa polidisperznosti i uspjeSnosti uklapanja

efavirenza kroz odabir razli€itih vrsta surfaktanta (statisticki zna¢ajna razlika p<0.05)

Lipid Surfaktant Veli¢ina Cestica Indeks Uspjesnost
(nm) polidisperznosti | uklapanja EE (%)
Tripalmitin Poloksamer 188 566,4 + 74" 0,494 £ 0,2 23,93 £0,31
Tripalmitin Poloksamer 407 891,1 £8,1 0,363 £0,3 16,50 +£ 0,51
Tripalmitin Poloksamer 245 628,3+9,3 0,488 £0,3 18,31 £ 0,57
Tripalmitin Polisorbat 20 697.4+£9,7 0,511 +04 17,33 £0,49
Tripalmitin Polisorbat 60 620,5+ 8,9 0,500+0,3 20,1 +£0,63
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Tripalmitin Polisorbat 80 601,3+8.5 0,499 £ 0,3 21,23 0,90

Iz dobivenih vrijednosti vidljivo je da je koriStenjem Poloksamera 188 postignuta najmanja
veli¢ina SLN-a i najveca uspjeSnost uklapanja lijeka (EE). Poloksamer 188 kao pomoc¢na tvar

posjeduje GRAS status koji potvrduje sigurnost upotrebe u farmaceutskim pripravcima.

Za proizvodnju SLN-a s efavirenzom predloZene su metoda isparavanja otapala i visokotlacne
homogenizacije. Analiza CQA parametara nanocCestica proizvedenih predloZenim metodama
priprave, ukazala je na prikladnost postupka visokotlatne homogenizacije zbog postignute
najmanje veliCine Cestica i najvece efikasnosti (uspjeSnosti) uklapanja lijeka. Produljenjem
vremena trajanja postupka homogenizacije 1 povecanjem brzine tijekom postupka
homogenizacije veli¢ina Cestica se smanjivala. Medutim, treba imati u vidu da takvi proizvodni
uvjeti mogu potaknuti proces agregacije SLN-a koja se moze pratiti povecanjem vrijednosti
indeksa polidisperznosti. Za optimalne uvjete proizvodnog procesa odabrani su brzina mijeSanja
od 10000 okretaja u minuti i vrijeme homogenizacije od 15 minuta. Odredeni su kriti¢ni procesni
parametri; tlak i broj ciklusa homogenizacije koji su optimizirani s obzirom na CQA koriStenjem
nacela viSefaktorijalnog dizajna 3% Dizajn eksperimenta uklju¢ivao je utjecaj procesnih varijabli
kroz tri razine (tlak od 500, 700, 900 bara i broj ciklusa homogenizacije 3, 5, 7) na veli¢inu
Cestica 1 indeks polidisperznosti. U statistickoj obradi rezultata primijenjena je metode analize
varijance (engl. Analysis of Variance, ANOVA) kako bi se odredio statisticki znac¢aj i veli¢ina
varijabilnosti zavisnih varijabli (veli¢ina Cestica i indeks polidisperznosti). Rezultati su pokazali
da se povecanjem broja ciklusa i tlaka tokom homogenizacije smanjuje veliCina Cestica i indeks
polidisperznosti. Grafickim prikazom prostora dizajna (Slika 23) predvidene su vrijednosti
veli¢ine Cestica 251,423 nm i indeksa polidisperznosti 0,248811. Karakterizacijom nanocestica
na tzv. check-point seriji, dobivene su vrijednosti veli¢ine Cestica 259,7 nm i PDI 0,220 §to je
ujedno i eksperimentalna validacija prostora dizajna odnosno mjera pouzdanosti dobivenih
podataka (66). Na isti nacin napravljena je i optimizacija formulacijskih faktora kao Sto je
postotak udjela lijeka naspram lipida u finalnoj formulaciji SLN-a i koncentracija odabranog
surfaktanta. Primjenom modela viSefaktorijalnog dizajna 3* formulacijski faktori kao nezavisne

varijable promatrane su kroz tri razliite razine naspram zavisnih varijabla veliine Cestica,
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indeksa polidisperznosti i uspjeSnosti uklapanja lijeka u sustav. U statistickoj obradi rezultata
takoder je primijenjena metoda analize varijance ANOVA. Iz trodimenzionalnog grafickog
prikaza prostora dizajna (Slika 24) zapaZeno je da se veliina Cestica smanjuje povecanjem
udjela lijeka u omjeru lijek:lipid i povecanjem koncentracije surfaktanta. Indeks polidisperznosti
je takoder umanjen povecanjem koncentracije surfaktanta koji onemogucuje aglomeraciju
nanocestica. Eksperimentalna potvrda prostora dizajna (Slika 24) napravljena je detaljnom
karakterizacijom nanocestica iz tzv. check-point serije odabrane upotrebom odgovarajuceg
programa. Dobivene su vrijednosti veli¢ina Cestica (109,088 nm), indeks polidisperznosti
(0,186561) 1 efikasnost uklapanja lijeka (66,3482%). Postignuta veli¢ina Cestica od 110 nm
pogodna je za nazalni put primjene dok izmjereni zeta potencijal od -21,2 mV ukazuje na

stabilnost nanocestica unato¢ visokom postotku uklopljenog lijeka (66).
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Slika 23. Graficki prikazi prostora dizajna procesnih parametara proizvodnog postupka (66)
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Slika 24. Graficki prikazi prostora dizajna formulacijskih parametara (66)

Tehnikom transmisijske elektronske mikroskopije odredena je morfologija povrSine
optimiziranih SLN-a. Slika 25 pokazuje sferi¢ni oblik nanocestica kojim se postiZze najmanja
specificna povrSina Cestice zbog koje su kontakti sa okolnim medijem umanjeni te se mogu

stabilizirati s manjim koli¢inama surfaktanta.
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Lengih: 45,61 nm

Langth 4835 om

Slika 25. Prikaz SLN cestica s uklopljenim efavirenzom dobiven transmisijskom elektronskom
mikroskopijom (TEM) (66).

In vitro ispitivanje oslobadanja efavirenza iz SLN-a provedeno je metodom dijalize koriStenjem
dijalizacijskih vrecica. Usporedba profila oslobadanja lijeka iz dobivene SLN disperzije s
klasi¢énom suspenzijom lijeka (Slika 26) ukazuje na produljeno oslobadanje lijeka u periodu do 6
sati i povecanje topljivosti efavirenza u vodenom mediju (nakon 24 sata oslobodeno je 83,4%

efavirenza iz SLN-a u usporedbi sa 64,3% efavirenza iz standardnog oblika, suspenzije).

Drug release profile
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Slika 26. Profili oslobadanja efavirenza iz SLN Cestica i standardne suspenzije lijeka (66).
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In vivo animalne studije provedene su na odraslim Wistar albino Stakorima podijeljenim u dvije
skupine od po Sest Zivotinja. Prvoj ili testnoj skupini aplicirano je nazalnim putem 0,25 ml
dobivene SLN suspenzije Sto odgovara dozi od 0,06 mg efavirenza, dok je drugoj ili standardnoj
skupini Zivotinja oralno primijenjen komercijalno dostupni lijek Efavirl] (sadrZaj jedne kapsule
25 mg doze disperziran u 1 ml vode, dobivena suspenzija koncentracije 25 mg/ml). Odredivana
je koncentracija lijeka u uzorcima plazme Zivotinja te koncentracija lijeka dospjela u mozak.
Primjenom SLN suspenzije postignut je omjer koncentracije lijeka mozak:plazma od 15-61% u
usporedbi sa omjerom od 0,104% za oralnu primjenu Efavirl] pripravka $to ukazuje na 150 puta
vecu bioraspoloZzivost lijeka na ciljanom mjestu djelovanja. Dobiveni rezultati mogu se objasniti
zaobilaZzenjem prvog prolaska kroz jetru koriStenjem nazalne SLN formulacije efavirenza.
Relativna bioraspolozivost SLN suspenzije iznosila je 70,11 Sto je 70 puta veca vrijednost od
bioraspoloZivosti komercijalno dostupne formulacije. Eksperimentalnim podacima pokazana je
stabilnost SLN suspenzije u periodu od Sest mjeseci na uvjetima ¢uvanja pripravka od 5+3°C i
25+2°C/60£5%RH. Pritom nisu zabiljezene znacajne promjene u vrijednostima dobivenih
mjerenjem veliCine Cestica, indeksa polidisperznosti i zeta potencijala. Time je potvrdena
uspjeSna primjena metode dizajna eksperimenta u razvoju SLN-efavirenz terapijskog

nanosustava za nazalnu primjenu (66).

Primjena QbD principa 1 dizajna eksperimenta ujedno su i preduvjet za implementaciju koncepta
kontinuirane proizvodnje Sto je pokazano u sluCaju proizvodnje SLN-fenofibrat CcCestica
kombinacijom metoda visoko tlatne homogenizacije i hot-melt ekstruzije (39). Primjena
koncepta kontinuirane proizvodnje je poZeljna ne samo s ekonomskog stajaliSta vec¢ i1 s aspekta
kontrole utjecaja kritiCnih procesnih parametara na CQA proizvoda od razvoja do izlaska na
trziSte. Poznavanje, predvidanje i upravljanje utjecajima na CQA proizvoda jedan je od nacina

osiguranja kontinuirane opskrbe lijekova na trzistu (9).
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ZAKLJUCAK

Terapijski nanosustavi temeljeni na lipidima siguran su i efikasan oblik nosaca djelatne
tvari zbog svoje biokompatibilnosti s fiziolosSkim sustavima, dok mala veliina
nanocCestica 1 lipidni sastav olakSava prolazak bioloskih barijera te omogucuje dopremu
lijeka u nepromijenjenom obliku do mjesta djelovanja.

Cvrste lipidne nanodestice (SLN) su prva generacija lipidnih nanoCestica. Mogu se
proizvesti konvencionalnim proizvodnim postupcima i pokazuju Sirok raspon
modifikacija u usporedbi s ostalim tipovima terapijskih nanosustava.

Proizvodni postupci sastoje se od dvije vaZzne faze: stvaranje emulzije nanocestica i
disperzije u vodenoj sredini Cime se omogucuje kristalizacija lipidne komponente.
Nastala stabilna disperzija SLN cCestica mozZe se daljnjom obradom tehnikama suSenja
prevesti u suhi oblik (prasak) koji se daljnjim proizvodnim postupcima moZe prevesti u
finalni farmaceutski oblik za oralnu primjenu.

Preduvjet nastanka SLN cestica u vodenoj disperziji je kristalizacija lipida i nastanak
odgovarajuc¢ih metastabilnih polimorfnih oblika u ¢iju se nesavrSenu strukturu ugraduju
molekule lijeka. Karakterizacija SLN Cestica obuhvaca ispitivanja procesa kristalizacije i
polimorfnih prijelaza lipida.

Zbog izrazito kompleksnog razvoja i1 podloZnosti najmanjim promjenama tijekom
procesa, primjena QbD pristupa temeljenog na eksperimentalnom dizajnu nuZni su za

osiguravanje odgovarajuce kvalitete stabilne SLN disperzije kao i gotovog oblika lijeka.
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KRATICE

API engl. Active Pharmaceutical Ingredient | Djelatna tvar

AUC engl. Area Under the Curve Podrucje ispod krivulje

AUCM | engl. Area Under the first Moment Podru¢je ispod krivulje prvog
Curve momenta

BCS engl. Biopharmaceutics Classification | Biofarmaceutska klasifikacija
System lijekova

CHMP | engl. Committee for Medicinal Povjerenstvo za humane lijekove
Products for Human Use pri Europskoj agenciji za lijekove

CQA engl. Critical Quality Attributes Ciljani profil kvalitete proizvoda

DSC Engl. Differential Scanning Diferencijalna pretrazna
Calorimetry kalorimetrija

EE engl. Encapsulation Efficiency UspjesSnost uklapanja lijeka

EMA engl. European Medicines Agency Europska agencija za lijekove

FDA engl. Food and Drug Administration Americka agencija za lijekove

FFF engl. Field-flow Fractionation Analiticka tehnika razdvajanja

proto¢nim poljem

HIV engl. Human Immunodeficiency virus Virus humane imunodeficijencije

HLB engl. Hydrophilic-lipophilic Balance Hidrofilno-lipofilna ravnoteza

HME engl. Hot-melt Extrusion Hot-melt ektruzija

HPH engl. High Pressure Homogenization Visoko tlatna homogenizacija

HSV engl. Herpes Simplex Virus Herpes simpleks virus

LBDD engl. Lipid Based Drug Delivery Terapijski sustavi temeljeni na
System lipidima

LC engl. Loading Capacity Kapacitet uklapanja lijeka

LD engl. Laser Diffraction Laserska difrakcija

LDC engl. Lipid Drug Conjugate Konjugat lipid-lijek

MRT engl. Mean Residence Time Prosjecno vrijeme zadrzavanja
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NLC engl. Nanostructured Lipid Carrier Nanostrukturirani lipidni nosa¢

PCS engl. Photon Correlation Spectroscopy | Fotonska korelacijska
spektroskopija

PEG engl. Polyethylene glycol Polietilen glikol

RH engl. Relative Humidity Relativna vlaZnost

RNA engl. Ribonucleic Acid Ribonukleinska kiselina

SEM engl. Scanning Electron Microscopy Skenirajuca elektronska
mikroskopija

siRNA engl. Small-interfering Ribonucleic Mala interferirajuca ribonukleinska

Acid kiselina
SLN engl. Solid Lipid Nanoparticle Cvrsta lipidna nano¢estica
UV/VIS | engl. Ultraviolet/Visible Spectroscopy | Ultraljubicasta i vidljiva

spektroskopija
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