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Preklinicka ispitivanja disperzija nanokristala i lipidnih nanocestica deuterisanih
pirazolohinolinonskih liganada — fizickohemijski i bioloski aspekti

SAZETAK

Trenutni trendovi u otkri¢u novih potencijalnih kandidata za lek doveli su do sinteze supstanci sa
niskom rastvorljivos¢u, $to uglavnom vodi ka niskoj bioraspolozivosti nakon primene i time moze
zaustaviti njihov dalji razvoj. Iz tog razloga, ukljuivanje savremenih pristupa formulaciji ve¢ u
ranoj fazi razvoja leka moze omoguciti prevazilazenje nepovoljnih fizickohemijskih osobina
novosintetisanih supstanci i1 sprovodenje farmakoloskih 1 toksikoloskih preklinickih studija.
Deuterisani pirazolohinolinoni predstavljaju nove, patentno zasti¢ene ligande za GABAA receptore
koje odlikuje visoka selektivnost, efikasnost i metabolicka stabilnost, ali i niska rastvorljivost u
vodi, uljima 1 mnogim organskim rastvaracima.

Stoga je osnovni cilj ove doktorske disertacije bio razvoj nanocesticnih formulacija dva
pirazolohinolinonska liganda, DK-I1-56-1 (7-metoksi-2-(4-metoksi-d3-fenil)—2,5-dihidro-3H-
pirazolo[4,3-c]hinolin-3-on) i  DK-1-60-3  (7-metoksi-d3-2-(4-metoksid3-fenil)-2,5-dihidro-
3Hpirazolo[4,3-c]hinolin-3-on), kao i procena mogucnosti primene razvijenih formulacija u
preklini¢kim ispitivanjima navedenih supstanci. Izbor formulacionih strategija za prevazilazenje
slabe rastvorljivosti bio je voden fizickohemijskim karakteristikama liganada uzimaju¢i u obzir
planiran put primene. Razvijena su dva tipa formulacija: nanokristali i lipidne nanocestice. Njihova
sveobuhvatna karakterizacija ukljucila je procenu kriti¢nih fizickohemijskih osobina znacajnih za
stabilnost tokom cuvanja i nakon primene, kao i procenu njihovog ponaSanja nakon oralne i
pareneteralne primene u kontekstu sprovodenja farmakokineti¢kih i farmakodinamskih studija. Dok
se kao osnovna prednost nanokristalnin formulacija izdvojio jednostavan sastav i niska
koncentracija stabilizatora, lipidne nanocestice kompleksnije strukture obezbeduju dodatno
povecanje oralne bioraspolozivosti zahvaljujuéi lecitinu 1 polisorbatu 80 kao stabilizatorima.
Dodatno, liofilizacijom uspe$no je povecana stabilnost nanokristalnih disperzija i nainjen prvi
korak ka prevazilazenju osnovnog nedostatka ovih sistema.

Pokazano je da odabrane formulacije mogu doprineti ispitivanju pirazolohinolinonskih liganada
kroz omogucavanje njihove primene u sastavu biokompatibilnih formulacija koje dovode do
povecéanja bioloSke raspolozivosti, ali i zadrZzavanja osnovnih osobina liganada tokom distribucije
kroz organizam, kao i obezbedenja prac¢enja farmakoloskih efekata bez uticaja ekscipijenasa
tradicionalno koriS¢enih za rastvaranje slabo rastvornih kandidata za lekove tokom njihovog
preklinickog istrazivanja.

Kljuéne reci: nanokristali, lipidne nanocestice, liofilizacija, niska rastvorljivost, pirazolohinolinoni,
parenteralna primena, oralna primena, nuklearna magnetna rezonanca, farmakokinetika, test
spontane lokomotorne aktivnosti.

Naucna oblast: Farmacija

UZza naucna oblast: Farmaceutska tehnologija



Preclinical investigations of nanocrystal dispersions and lipid nanoparticles of deuterated
pyrazoloquinolinone ligands — phyicochemical and biological aspects

ABSTRACT

Recent trends in the discovery of new potential drug canidates have led to the synthesis of
substances with low solubility which usually leads to the low bioavailability after administration.
This often results in the discontinuation of the drug development. Because of that, the usage of
advanced formulation approaches already in early stages of drug development could help to
overcome the unfavorable physicochemical properties of new chemical entities and enable
farmacological and toxicological preclinical studies. Deuterated pyrazoloquinolinones represent the
new, patent protected ligands for GABAA receptors, with high selectivnost, efficacy and metabolic
stability but very low solubility in water, oils and many organic solvents.

Therefore, the main aim of this doctoral thesis was the development of nanoparticle formulations of
two pyrazoloquinolinone ligands, DK-I-56-1 (7-Methoxy-2-(4-methoxy-d3-phenyl)—2,5-dihydro-
3H-pyrazolo[4,3-c]quinolin-3-one) and DK-1-60-3 (7-Methoxy-d3-2-(4-methoxyd3-phenyl)-2,5-
dihydro-3Hpyrazolo[4,3-c]quinolin-3-one), as well as the estimation of the application of developed
formulations in preclinical studies of the mentioned substances. The selection of formulation
strategies to overcome the low solubility was guided by the physicochemical properties of the
mentioned substances taking into account the intended administration routes. Two types of
formulations were developed: nanocrystals and lipid nanoparticles. Their comprehensive
characterization included the assessment of the physicochemical properties significant for the
stability during storage and after administration as well as the analysis of their behavior after oral
and parenteral administration in context of the prospective pharmacokinetic and pharmacodynamic
studies. While the main advantage of nanocrystals was the simple composition and low
concentration of stabilizers, lipid nanoparticles with more complex structure provided the additional
increase of bioavailability thanks to lecithin and polysorbate 80 as stabilizers. In addition, the
stability of nanocrystal dispersion during storage was successfully enhanced by lyophilization and
in that way the first step to overcome the main disadvantage of these systems was made.

It was shown that the selected formulations could contribute to the investigation of
pyrazoloquinolinone ligands through their delivery within the biocompatible formulations which
enable bioavailability enhancement, at the same time keeping the basic characteristics of ligands
during distribution in the body as well as providing pharmacological effects monitoring without the
effects of excipients traditionally used to dissolve low solubility drug candidates during their
preclinical studies.

Keywords: nanocrystals, lipid nanoparticles, lyophilization, poor solubility, pyrazologuinolinones ,
parenteral administration, oral administration, nuclear magnetic resonance, pharmacokinetics,
spontaneous locomotor activity assay.

Scientific field: Pharmacy

Specific scientific field: Pharmaceutical Technology
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1. UVOD

1.1. Razvoj derivata pirazolohinolinona

Pirazolohinolinoni su sintetisani kao prvi nebenzodiazepinski ligandi koji se vezuju za
benzodiazepinsko mesto na GABAa receptorima. Uvodenjem odgovaraju¢ih modifikacija u
strukturu, dobijen je ligand PZ-11-029 (slika 1.1.1 levo), koji se visokim afinitetom vezuje za
GABAA receptore koji sadrze a6 subjedinicu. Strukturni analozi pirazolohinolinona ukljucuju¢i PZ-
11-029 su visoko selektivni za posebnu grupu GABAA, receptora sa subjedinicama a6p2/3y2. Oni
deluju kao pozitivni alosterni modulatori (na a6+f3- medupovrsini), i dodatno kao antagonisti na
benzodiazepinskom mestu (na at+y2- medupovrsini). Zahvaljujuéi ovim svojstvima sintetisani
ligandi pokazuju razliite efekte nakon primene. Pokazano je da pirazolohinolinoni mogu spreciti
ataksi¢ne efekte diazepama, bez uticaja na njegove psihomotorne i antikonvulzivne efekte (Divovié
Matovi¢ i sar., 2022). Zbog Siroke zastupljenosti u mozgu, veliki broj farmakoloskih efekata
posredovano je ovim receptorima te su GABAA, receptori ciljna mesta delovanja mnogih lekovitih
supstanci. Medutim, mnoge lekovite supstance koji se nalaze na trzistu poseduju nisku selektivnost
ka odredenim o subjedinicama, zbog ¢ega dolazi do razvoja neZeljenih efekta kao Sto su sedacija,
ataksija, amnezija, tolerancija, i zavisnost (Knutson i sar., 2018). GABAA, receptori koji sadrze a6
subjedinicu mogu imati ulogu u terapiji neuropsihijatrijskih poremecaja kao Sto su tikovi, neki
simptomi shizofrenije, opsesivnho kompulzivni poremecaj i poremecaj nedostatka paznje, ali i
depresije, migrene i trigeminalnog orofacijalnog bola (Sieghart i sar., 2022).

OCHs OCDs OCD4
N-N N-N N-N
! o ! o ! 0
| | |
HyCO N HyCO N D4CO N
PZ-11-029 DK--56-1 DK-60-3

Slika 1.1.1. Hemijske strukture novosintetisanih pirazolohinolinonskih liganada

Nakon primene PZ-11-029, medutim, bioloska raspolozivost i poluvreme eliminacije nisu bili
zadovoljavaju¢i zbog velike mogucénosti metabolizma posredstvom O-demetilacije i slabe
rastvorljivosti. Stoga, u cilju prevazilazenja niske bioraspolozivosti, izvrSena je deuteracija metoksi
grupa (Knutson i sar., 2018). Vodonikovi atomi zamenjeni su u jednoj (DK-1-56-1, 7-metoksi-2-
(4-metoksi-d3-fenil)-2,5-dihidro-3H-pirazolo[4,3-c]hinolin-3-on) ili obe (DK-1-60-3, 7-metoksi-d3-
2-(4-metoksid3-fenil)-2,5-dihidro-3Hpirazolo[4,3-c]hinolin-3-on) metoksi grupe, Sto se moze videti
u hemijskim strukturama na slici 1.1.1. Deuteracija ima pozitivan efekat na metabolicku stabilnost,
dok farmakoloski profil supstance biva zadrzan. To je objaSnjeno efektom primarnog kinetickog
izotopa deuterijuma (D vs. H). Ovaj efekat je rezultat razlike u energiji nulte tacke C-D i C-H veza
zbog nize frekvencije vibracija C-D veza. Shodno tome, cepanje C-D veze zahteva vecu energiju
aktivacije, pra¢enu istovremenom sporijom brzinom metabolizma O-demetilacijom od C-H veze
(Nelson i Trager, 2003). Ovaj inovativan pristup je primenjen i u sintezi deukravacitiniba koji je
odobren od strane FDA septembra 2022. godine (Benedetto i sar., 2020).

Metabolicka stabilnost je potvrdena u eksperimentima sa mikrozomima humane i misje jetre, a
povecanje bioraspolozivosti pokazano je nakon oralne i intraperitonealne primene, $to ima veliki
znaCaj za dalji prelaz supstanci u fazu razvoja. Na osnovu velikog broja komplementarnih
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eksperimenata, od mnogih sintetisanih analoga, za dalja istrazivanja izabrani su DK-1-56-1 i DK-I-
60-3. Kada se uporede ova dva liganda, dideuteracija nije imala aditivan efekat na povecanje
metabolicke stabilnosti i bioraspolozivosti. Dodatno, ispitivanja na ¢elijskim kulturama su pokazala
da su sintetisana jedinjenja netoksi¢na, ¢ak i u visokim koncentracijama (Knutson i sar., 2018). U
bihejvioralnim testovima bili su liSeni mnogih efekata karakteristi¢nih za benzodiazepine, dok pri
zajednic¢koj primeni sa diazepamom nema rizika od neZeljenih interakcija (Divovi¢ Matovic i sar.,
2022). Zahvaljujuci blagoj hiperlokomotornoj aktivnosti, mogu se razmotriti za neke oblike stanja
depresije (Knutson i sar., 2018). Medutim, zbog slabe rastvorljivosti ovih supstanci, postojale su
potrebe za koriS¢enjem formulacija sa visokim udelima organskih rastvaraca, Sto je otezavalo
njihovu farmakodinamsku karakterizaciju, ali i izazivalo zabrinutost za bezbednost primenjenih
tretmana.

1.2. lzazovi u otkriéu i razvoju lekova

Povecana primena visokopropusnog skrininga i kombinatorijske sinteze, kao 1 istrazivanje novih
ciljnih mesta dejstva rezultovala je razvojem lekovitih supstanci sa slabom rastvorljivos¢u u vodi.
Za visok afinitet vezivanja i selektivnost na ciljnim mestima dejstva neophodno je formiranje
hidrofobnih interakcija. Stoga ne ¢udi podatak da ¢ak 90% novih hemijskih entiteta (new chemical
entity, NCE), i 40% lekovitih supstanci na trzistu ima ogranicenu rastvorljivost (Kalepu i Kennanti,
2015; Merisko-Liversidge i Liversidge, 2011). Prilikom skrininga u fazi otkri¢a lekova koriste se
supstanca se uglavnom rastvara u dimetilsulfoksidu (DMSO), tako da su rastvorljivost u DMSO-u i
stabilnost u ovom rastvaracu osnovni determiniSuci faktori za dalji razvoj. S obzirom na ograni¢enu
upotrebu DMSO-a u preklinickoj i klini¢koj fazi ovakav prisup moze imati negativne posledice u
narednim koracima razvoja. Osobine ovog rastvarata obezbeduju rastvaranje velikog broja
lekovitih supstanci razli¢itih molekulskih karakteristika, pa dobra rastvorljivost u DMSO-u ne mora
nuzno voditi ka visokim vrednostima rastvorljivosti u drugim rastvara¢ima. U fazi razvoja leka,
fokus studija rastvorljivosti je na formulaciji i karakteristikama Cvrstog stanja supstance, i
identifikovanja korelacije in vitro/in vivo. Tada se ispituje rastvorljivost u razli¢itim organskim
rastvarac¢ima, uljima, i uobicajeno koris¢enim korastvarac¢ima, kako bi se izabrao dalji formulacioni
korak (Li i Zhao, 2007; Alsenz i Kansy, 2007).

Rani razvoj formulacije je integralni deo otkri¢a 1 razvoja lekova. Znacaj odabira odgovarajucih
formulacionih pristupa ogleda se u obezbedivanju sprovodenja farmakoloskih (farmakodinamskih i
farmakokinetickih) i toksikoloskih studija, zbog ¢ega se ove formulacije nazivaju i omogucuju¢im
formulacijama (engl. enabling formulations). U preklini¢kim studijama, osnovne farmakokineticke
studije sprovode se u cilju razumevanja apsorpcije, distribucije, metabolizma i eliminacije
supstance, dok obimnija istrazivanja ukljucuju i proucavanja uticaja hrane i distribuciju u odredene
organe kao Sto su mozak i jetra. UobiCajeno, ova ispitivanja se sprovode na glodarima (najcesce
misSevi i pacovi) i ne-glodarima (psi, majmuni, prasad), i ukljuuju razliite puteve primene. Oralni
Iako je primena rastvora u prednosti, zbog ogranicene rastvorljivosti veoma Cesto se pribegava
primeni suspenzija. Sa druge strane, parenteralna primena obuhvata gotovo sve vidove injekcione
primene, od kojih je intraperitonealna primena posebno znacajna kod glodara jer omogucava brzu
apsorpciju u sistemsku cirkulaciju. Zbog malog volumena bioloske te¢nosti u peritonealnom
prostoru, preferira se primena rastvora, uz koriS¢enje dobro tolerisanih korastvaraca u
odgovaraju¢im koncentracijama (Li i Zhao, 2007).

Prilikom razvoja formulacija glavni ograni¢avajuci faktor je najéeSc¢e slaba rastvorljivost lekovite

supstance/kandidata za lek/vodece supstance. Procenjuje se da bez reSavanja ovog problema od

5000-10000 sintetisanth NCE ¢e se razviti samo jedan proizvod (lek). Na primer, za 40%

slaborastvorljivih NCE, odgovarajuci pristup formulaciji povecava efektivnost razvoja leka za 67%

(Van Eerdenbrugh i sar., 2008). Ukljucenje istrazivaca koji se bavi (pre)formulacionim strategijama

u proces razvoja zato postaje krucijalno sa aspekta prevazilazenja prepreka ka dobroj
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bioraspolozivosti i posledicno brzem prelasku na klinicku fazu (Ayad, 2015). Medutim, primeceno
je da se pri izboru vrste formulacija istrazivaci velikim delom oslanjaju na svoje iskustvo u
odredenoj oblasti tehnologija, ¢esto zanemarujuci fizickohemijske osobine lekovite supstance
(Bergstrom i sar., 2016). Sto bolje formulator razume medusobnu interakciju izmedu
fizickohemijskih osobina supstanci, posebnih aspekata razli¢itih formulacionih opcija i potrebnih in
Vivo performansi, to je veca Sansa da se izabere optimalni pristup formulaciji. Ovo smanjuje rizik od
kasnijih neuspeha u klinickim ispitivanjima na ljudima (Mdschwitzer, 2013).

1.2.1. Formulacioni pristupi prevazilazenju slabe rastvorljivosti

Kao Sto je prethodno navedeno, u prvim fazama razvoja leka formulacije koje se koriste su
uglavnom konvencionalni rastvori ili suspenzije u zavisnosti od toga da li je supstanca rastvorljiva u
vodi ili ne. Za povecanje rastvorljivosti, tradicionalno koriste se supstance za podesSavanje pH
vrednosti (za molekule koji jonizuju), korastvaraci i solubilizatori, vode¢i racuna o maksimalnim
dozvoljenim nivoima ovih ekscipijenasa u preparatima (Williams i sar., 2013; Pestel i sar., 2006).
Visoka koncentracija ekscipijenasa moze uticati i na farmakokineticke i farmakodinamske osobine
supstance, Sto oteZzava dobijanje validnih rezultata i njihovo tumacenje. Dodatno, primena
suspenzija, zbog niske rastvorljivosti moze ograniCiti bioraspolozivost i na taj nacin ugroziti
farmakoloska ispitivanja. Zbog toga se sve veca paznja posvecuje razvoju pomenutih omogucujucih
formulacija (Kalepu i Nekkanti, 2015; Ayad, 2015).

Termodinamicki posmatrano, rastvorljivost ¢vrste supstance je funkcija tri procesa (slika 1.2.1.):
S = f(energija kristalne reSetke + kavitaciona energija + energija solvatacije)

Pri prvom koraku u rastvaranju kristalnih supstanci energija se trosi za remecenje kristalne resetke i
disociranje molekula (energija kristalne reSetke u gorenavedenoj funkciji). Zatim dolazi do
formiranja Supljine u rastvara¢u (vodi) dovoljne veli¢ine za ukljucivanje molekula (energija
potrebna za ovaj proces je kavitaciona energija). Na kraju energija solvatacije se oslobada pri
formiranju interakcija izmedu rastvorene supstance i rastvaraca (Lipinski i sar., 1997). Ovo je
donekle integrisano u opstu jednacinu rastvorljivosti (jednacina 1). Prvi proces je okarakterisan
stabilnos¢u kristalne reSetke, odnosno temperaturom topljenja (Tr), a druga dva particionim
koeficijentom izmedu oktanola i vode (logPoct):

logS, = 0,5 —0,01(T,,, — 25) — logP,.+ (jednacina 1)

gde je Sp intrinzicka rastvorljivost.

b Y ¢ atur rastvaranje
SR TN Ace S ] S ograniteno
Y b b LW topljenja Cili? :

ol ~._“L . & ¢vrstim stanjem

ciglena prasina

AG+ veli¢ina

g molekula
AG- NS rastvaranje
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solvatacijom
masne loptice

Slika 1.2.1. Termodinamicki principi procesa rastvaranja (preuzeto i prilagodeno iz Bergstrom i sar.
(2016)).



U zavisnosti od prirode supstance, rastvorljivost mozZe biti primarno ogranicena jednim od
pomenutih procesa. Kod ¢vrstih kristalnih supstanci, Cija je temperatura topljenja visa od 200 °C,
rastvaranje je uglavnom limitirano osobinama ¢vrstog stanja, odnosno jakim intermolekulskim
interakcijama. Ove supstance se opisuju kao ciglena praSina (engl. brick dust). Sa druge strane,
supstance koje poseduju visoku lipofilnost (logP > 3) otezano hidratiSu, pa su nazvane masnim
lopticama (engl. grease ball) (Bergstrom i sar., 2016). Posto je formulacioni pristup ovim grupama
supstanci razli€it, za uspesan razvoj formulacije pozeljno je da se NCE svrsta u jednu od ovih
grupa. Veliki broj istrazivanja bavio se utvrdivanjem molekulskih svojstava koji bi ukazali na
pripadnost molekula jednoj od pomenute dve grupe, Sto je posebno znafajno u prvim fazama
razvoja leka kada su dostupne male koli¢ine supstance. Molekuli iz grupe masnih loptica su
uglavnom veliki, fleksibilni i lipofilni, a lipofilnost poti¢e uglavnom od aromati¢nih prstenova
(Bergstrom i sar., 2007). Brick dust supstance uglavnom su umereno lipofilne (logP oko 2), to su
mali molekuli, veoma rigidni i planarni, zbog ¢ega formiraju stabilne kristalne reSetke (Wassvik i
sar., 2006; Wassvik i sar., 2008). Pored navedenih, postoje i supstance kod kojih je rastvorljivost
ogranicena i ¢vrstim stanjem i solvatacijom (Bergstrom i sar., 2016).

fiziCkohemijske
osobine NCE/
svrha studije/
Zivotinjska vrsta,
doza, put primene

rastvorljivost u
vodi | puferima

rastvaranje u
vodi (sa ili bez
korekcije pH)

—da= rastvor

T
ne

4

korastvaradi, micelarna
solubilizacija, ciklodekstrini

povecanje _
rastvoljivosti da rastvor

ne
A

alternativni pristup formulaciji

lipidne formulacije (emulzije,
- mikroemulzije, nanoemulzije,

rastvorljivost u i
lipidima (uljima)

ne

lipidne nanocestice)

moguénast
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—da ¢vrste disperzije
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Slika 1.2.2. Algoritam pri pristupu formulaciji preparata sa lekovitim supstancama slabe
rastvorljivosti.

Za grease ball supstance formulacija se razvija u pravcu lipidnih formulacija. Tipi¢ne lipidne
formulacije se sastoje od lipida, surfaktanata i/ili kosurfaktanata i koriste se za povecanje oralne
bioraspolozivosti zahvaljuju¢i povecanju solubilizacionog kapaciteta gastrointestinalnog trakta i
prevazilazenju ogranicenja pri rastvaranju, s obzirom da se pri primeni lekovita supstanca nalazi u
rastvorenom obliku (Bergstrom i sar., 2016). Za brick dust supstance razmatraju se dve
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formulacione opcije — dobijanje amorfnog ili nanokristalnog oblika u zavisnosti od toga da li
supstanca moze biti prevedena u amorfan oblik zadovoljavajuce stabilnosti (Peltonen i Hirvonen,
2018; Bergstrom i sar., 2016). PoSto je energija kristalne reSetke daleko veca od kavitacione
energije i energije solvatacije, cilj amorfizacije bio bi smanjenje potrebne energije za proces
rastvaranja zbog slabijih intermolekulskih interakicja u amorfnom stanju (Jermain i sar., 2018;
Peltonen i Strachan, 2020). Formulisanjem nanokristala, sa druge strane, povecava se saturaciona
rastvorljivost 1 brzina rastvaranja zahvaljuju¢i veoma malim veli¢inama cestica (Jermain 1 sar.,
2018). Obe tehnologije nakon rastvaranja, dakle, dovode do formiranja stanja supersaturacije u
kome je trenutna rastvorljivost ve¢a od termodinamicke rastvorljivosti (Peltonen i Strachan, 2020).
Na osnovu pomenutih razmatranja moze se formirati algoritam ka formulaciji preparata sa
supstancama slabe rastvorljivosti u vodi (Slika 1.2.2).

1.2.2. Primena nanotehnologije u formulaciji lekova

Primena nanomedicine u farmaceutskoj industriji poslednjih godina postaje sve interesantnija jer
kombinuje nanotehnologiju sa farmaceutskim i biomedicinskim naukama. Cilj ovog pristupa je
razvoj lekova vece efikasnosti i bolje bezbednosti. Zaista, od pojave prvih liposoma na trzistu 1990-
ih, doslo je do povecanja broja odobrenih lekova koji sadrZze nanomaterijale od strane Americke
uprave za hranu 1 lekove, ali i broja odobrenih klinickih studija (Bobo 1 sar., 2016). Veliki broj
nanoformulacija se trenutno nalazi u klinickim ispitivanjima, a jo§ viSe njih je u postupku
preklinickih istrazivanja (Bisso 1 Leroux, 2020). U preklinickim studijama, ova tehnologija moze
sluziti kao pomo¢no sredstvo za skrining (Kalepu i Nekkanti, 2015). Tehnika nanokristalizacije se
pokazala kao obecavaju¢i pristup za formulaciju mnogih novih lekova, §to je reflektovano
¢injenicom da je do 2017. godine ukupan broj zahteva za registraciju lekova koji sadrze
nanokristale u SAD preSao 80 (Peltonen i Strachan, 2020). Pored nanokristala, veliku paznju
zauzimaju i lipidne nanocestice, posebno nakon razvoja vakcina za Covid-19.

Medutim 1 pored intenzivnog i dugotrajnog istrazivanja nanotehnoloskih lekova, relativno mali broj
proizvoda dospe na trziste. Jedna od prepreka je potencijalna toksi¢nost nanomaterijala koja potice
od njihove interakcije sa bioloSkim povrSinama, Sto rezultira produkcijom slobodnih radikala i
¢elijskom smrti. Dodatno, mogu¢ je razvoj nezeljenih reakcija i ispoljavanja toksicnosti usled
akumulacije u organima kao Sto su jetra, bubrezi, i organi centralnog nervnog sistema i
kardiovaskularnog sistema. Budu¢i da su u pitanju kompleksni sistemi, njihova karakterizacija
zahteva multidisciplinarni pristup. Pored toga, velika paznja treba biti usmerena na razvoju metoda
karakterizacije nanocestica, ali i njihovih standardizacija. Medutim, iako postoji velika razlika
izmedu nanomaterijala i materijala in bulk, regulatorna tela koriste podatke o bezbednosti za in bulk
materijale, Sto stvara dodatne probleme. Dodatno ograni¢enje u razvoju svakako predstavlja i
finansijski aspekt proizvodnje (Gadekar i sar., 2021).

1.3. Nanokristalne disperzije

1.3.1. Definicija, znacaj i osnovne fizickohemijske karakteristike nanokristalnih disperzija

Nanokristalne disperzije ili nanosuspenzije predstavljaju disperzije Cestica lekovite supstance
veli¢ina ispod 1000 nm (uglavnom od 200 do 600 nm) stabilizovane surfaktantima, polimerima ili
njihovim kombinacijama (Mdller i sar., 2001; Mdller i sar., 2011; Chin i sar., 2014; Al-Kassas i
sar., 2017; Peltonen i Hirvonen, 2018). Zbog male veli¢ine Cestica, pretpostavlja se da se osnovne
osobine materijala menjaju. SavrSene kristale karakteriSe visok stepen uredenosti sa pravilno
rasporedenim atomima unutar kristalne reSetke. Suprotno, amorfni sistemi ne poseduju uredenost
na makro-nivou, a mogu posedovati odredenu uredenost na mikro-nivou, kod kojih su molekuli
nasumicno rasporedeni. Nanokristali se mogu smatrati formulacijama izmedu pomenutih grani¢nih
pojava, Cije su fizickohemijske osobine takode izmedu kristalnih i amorfnih faza, 1 zavise od
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veli¢ine kristala (Peltonen i Strachan, 2020). Osnovne odlike koje se vezuju za nanokristale zbog
kojih su interesantni u razvoju farmaceutskih preparata su:

1. Povecanje brzine rastvaranja - kao najznacajnija prednost ovih formulacija, direktna je posledica
smanjenja veli¢ine Cestica. Ukoliko se uzmu u razmatranje sferne Cestice, prema Noyes-Whitney
jednacini smanjenje veli¢ine sa 50 pm na 500 nm dovodi do povecanja brzine rastvaranja 100 puta
(jednacina 2):

‘:l—i = % (C;,—0) (jednacina 2)

gde je dC/dt brzina rastvaranja, D difuzioni koeficijent, S povrSina, V zapremina medijuma za
rastvaranje, h debljina difuzionog sloja, Cs saturaciona koncentracija i C koncentracija u vremenu t
(Peltonen i Hirvonen, 2018). Smanjenje veliCine Cestica, pored povecanja specificne povrSine
dovodi do smanjenja debljine difuzionog sloja, Sto simultano dovodi do vece brzine rastvaranja
(Jermain i sar., 2018). Veliki broj radova je potvrdio ovu teoriju. Medutim, veliku paznju treba
posvetiti eksperimentalnim uslovima testiranja brzine rastvaranja. Prvi problem koji mozZe dati
lazno pozitivne rezultate jeste nepotpuno odvajanje rastvorenih od nerastvorenih Cestica zbog malih
veli¢ina nanokristala (Junemann i Dressman, 2012). U najve¢em broju slucajeva razdvajanje se vrsi
filtriranjem, pa koriS¢enjem filtera sa veli¢inom pora ve¢om od veli¢ine Cestica, moze zakljuciti
gotovo trenutno rastvaranje. Koris¢enjem filtera malih veli¢ina pora (0,1 1 0,02 um) mogu se dobiti
pouzdaniji rezultati (Juenemann i sar., 2011), mada njihova upotreba moze dovesti do rupture ili
zacepljivanja filtera, Sto se uglavnom ogleda u dobijanju veoma varijabilnih rezultata. Pored ovoga,
ispitivanjem pri tzv. sink uslovima uglavnom je nemoguce uoditi razlike izmedu frakcija
nanokristala razli¢itih veli¢ina. Da bi se dobili diskriminatorni rezultati, potrebno je omoguditi
sporo rastvaranje, te koli¢ina lekovite supstance treba biti sli¢na rastvorljivosti u medijumu (Liu 1
sar., 2013).

2. Povecanje rastvorljivosti moze se opisati Kelvinovom jedna¢inom, koja je povezana sa Ostwald-
Freundlich jedna¢inom (jednacina 3):

2Vmy . .
Snp = Spe RTr (jednacina 3)

gde je Snp rastvorljivost Cestica pre¢nika r, So je rastvorljivost bulk materijala, Vi, je molarna
zapremina, y je povrsinski napon, R gasna konstanta i T temperatura. Kelvinova jednacina opisuje
povezanost izmedu prec¢nika kapi tecnosti 1 pritiska pare koji dovodi do isparavanja. Pod
pretpostavkom da je fazni prelaz supstance iz te¢nog u gasovito stanje slican prelazu iz ¢vrste u
teCno, ova jednacina pokazuje povecanje saturacione rastvorljivosti za Cestice manje od 1 pum
(Jernain 1 sar., 2018). Povecanjem rastvorljivosti nanokristali, kao 1 amorfni sistemi dovode do
supersaturacije (Peltonen i Strachan, 2020; Jermain i sar., 2018). Medutim, eksperimentalno, veoma
mali broj radova je pokazao znacajno povecéanje rastvorljivosti nanokristala, te postoji moguénost
da ova pogodnost formulacija nema veliki klinicki znacaj. Kao i u slucaju testiranja brzine
rastvaranja, i kod ispitivanja rastvorljivosti veliki uticaj na rezultate imaju eksperimentalni uslovi
(Van Eerdenbrugh i sar., 2010).

3. Povecanje adhezivnosti generalno za sve nanocesti¢ne sisteme posledica je njihove male veli€ine,
odnosno vece specificne povrsine, a stoga 1 vece kontaktne povrSine dostupne za interakcije (Miiller
i sar., 2011). Cetiri teorije opisuju ovaj fenomen: 1) elektrostaticka teorija zasnovana na
elektrostatiCkim interakcijama; 2) teorija adsorpcije koja se bazira na postojanju vodoni¢nih i Van
der Waals-ovih sila; 3) difuziona teorija koja podrazumeva medusobno prozimanje i fizicko
preplitanje proteina mukusa i lanaca polimera na povrSini Cestica i 4) teorija hvatanja (engl.
trapping theory) koja opisuje zadrZzavanje nanocestica u neravnoj povr$ini mukoze (Gao i sar.,
2012).



lako naizgled deluju kao jednostavni sistemi koji se sastoje od kristalnog jezgra aktivne supstance i
adsorbovanih stabilizatora, struktura nanokristala moze biti veoma sloZzena. Ona moze biti ispitana
razli¢itim studijama koriS¢enjem nuklearne magnetne rezonance (NMR) u c¢vrstom ili tecnom
stanju. To je pokazano na primeru nanokristalnih disperzija karbamazepina. Pored aktivne
supstance, u ovim formulacijama hidroksipropilmetilceluloza je takode bila u ¢vrstom agregatnom
stanju, iako je pri izradi kori$¢en njen rastvor. Na povrsini Cestica nalazio se sloj koji se sastojao od
aktivne supstance i stabilizatora (natrijum-laurilsulfata i hidroksipropilmetilceluloze) u polu¢vrstom
stanju koji je u ravnotezi sa rastvorenom fazom i doprinosi stabilizaciji elektrostatickim i sternim
odbijanjem (Kojima i sar., 2018).

1.3.2. Stabilizacija nanokristala

Velika povrsinska energija nanokristala (i nanocestica uopste) generiSe veliku ukupnu povrsinsku
energiju, koja je termodinamicki nepovoljna. U cilju smanjenja povrSinske energije, Cestice teze ka
agregiranju, dovodec¢i do brZze sedimentacije i kriminga kao i rasta kristala $to za posledicu moZze da
ima neujednaceno doziranje. Ovo je najceS¢i vid nestabilnosti nanosuspenzija koji se sprecava
koriS¢enjem stabilizatora. Dva su osnovna mehanizma stabilizacije koloidnih disperzija —
elektrostaticko odbijanje i sterna stabilizacija. Prvi je opisan Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek
(DLVO) teorijom koja predvida postojanje odbojnih elektrostatickih sila i privlaénih Van der
Waals-ovih interakcija. Privlacne sile su dominantne na veoma malim i velikim rastojanjima, dok
na srednjim rastojanjima do medusobnog odbijanja dolazi usled preklapanja elektri¢cnih dvosloja
dve Cestice (Wu i sar., 2011).

Sterna stabilizacija podrazumeva koris¢enje amfifilnih nejonskih stabilizatora. Ovi molekuli se
adsorbuju na povrsinu Cestica hidrofobnim regionom, dok se drugi, dobro hidratisani deo, proteze u
spoljasnju fazu. Kada se Cestice nadu u blizini, ukoliko ne postoji jaka interakcija izmedu spoljasnje
faze i stabilizatora, lanci stabilizatora bivaju isprepleteni izbacuju¢i molekule spoljasnje faze iz
intercesticnog regiona, Sto rezultira agregacijom. Ovaj proces je termodinamicki nepovoljan ukoliko
je stabilizator dobro hidratisan. Naime, jake entalpijske interakcije izmedu rastvaraca (vehikuluma)
I segmenta stabilizatora koji je odgovoran za stabilizaciju je kljucan faktor koji omogucuje sterni
efekat. Dakle, odsustvo medusobnih interakcija lanaca smanjuje broj konfiguracija dostupnih
adsorbovanom ,,repu’’ surfaktanta, Sto rezultuje smanjenjem promene entropije i pozitivnom
Gibsovom slobodnom energijom. Pored toga, za uspeSnu stabilizaciju, stabilizator mora biti
dovoljno dugog polimernog lanca i gusto pakovan na povrsini, kako bi osigurao sternu barijeru na
dovoljnom nivou na kojem su privlaéne Van der Waals-ove sile manje od odbojnih sternih sila.
Kombinacija dva pomenuta mehanizma stabilizacije (elektrostaticka i sterna) se pokazala
pogodnom za mnoge lekovite supstance, zbog boljeg pakovanja jonizujuceg surfaktanta na povrsini
Cestice u prisustvu nejonskog stabilizatora (Wu i sar., 2011).

Tre¢i nacin stabilizacije koloidnih disperzija je deplecija, koja poti¢e od slobodnih neadsorbovanih
polimera. Na povrsini Cestica dolazi do adsorpcije polimera, zahvaljujuéi jakim privlaénim silama,
Sto omogucuje sternu stabilizaciju kratkog dometa. U zavisnosti od koncentracije, ostatak polimera,
koji nije adsorbovan, stupa u interakciju sa ovim regionom vezanih polimera, Sto dovodi do razvoja
odbojnih sila deplecije (Trenkenschuh i Friess, 2021). Ovaj nacin stabilizacije ipak je i dalje
predmet debate.

Izbor stabilizatora u formulaciji nanokristalnih disperzija

Pri izboru stabilizatora veliku ulogu ima planirani put primene formulacija. Kod oralnih
nanosuspenzija veoma ¢esto se koristi natrijum-laurilsulfat u kombinacji sa nekim polimernim
stabilizatorom (polivinilpirolidon i derivati celuloze: metilceluloza, hidroksipropilceluloza,
hidroksipropilmetilceluloza). Kako je elektrostaticka stabilizacija osetljiva na prisustvo jona (Wu i
sar., 2011), postoji velika mogucnost za destabilizaciju nanokristala u Zelucu, pri kiseloj sredini i u
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prisustvu elektrolita (Li i sar., 2021). S obzirom da su polimerni stabilizatori otporni na poveéanu
jonsku jacinu okruzenja, kombinacija elektrostaticke i1 sterne stabilizacije je i1 iz tog aspekta
pozeljna.

Dok su za oralni put primene ograni¢enja u izboru mala, pri formulaciji parenteralnih
nanosuspenzija mali broj stabilizatora je odobren za koris¢enje: polisorbat 20, polisorbat 80,
poloksameri, lecitin i albumin, a od polimera polivinilpirolidon K12 (Patel i sar., 2020). Nakon
intravenske primene, takode zbog uticaja pH 1 jonske jaine moguce je da dode do agregacije
Cestica. U in vitro ispitivanju stabilnosti nanoc¢estica u plazmi, pokazano je da do agregacije dolazi
veoma brzo, posebno kada je pomeSana veéa koncentracija leka sa plazmom (Aramwit i sar., 2006).

Pored izbora vrste stabilizatora, klju¢ni korak je izbor njegove koncentracije. Pri suviSe niskim
koncentracijama prekrivenost povrSine cCestica moze biti nepotpuna, a pri suviSe visokim
koncentracijama formiranje micela moze narusiti stabilnost sistema. Za adsorpciju sternih
stabilizatora, pored koncentracije, treba obratiti paznju na molekulsku masu, poSto se stepen
adsorpcije smanjuje sa povecanjem molekulske mase (Wang i sar., 2013). Brojne studije su
pokazale da efikasnost stabilizatora znacajno zavisi od osobina lekovite supstance. U literaturi je
prisutan veliki broj primera nanokristala razli¢itih supstanci stabilizovanih stabilizatorima u
Sirokom opsegu koncentracija. lako je generalno zaklju¢eno da su supstance manje rastvorljivosti u
vodi, velike molekulske mase i visoke tacke topljenja najpogodnije za dobijanje uspesnih
nanosuspenzija (Van Eerdenbrugh i sar., 2008), kao i da logP vrednost i entalpija imaju velikog
uticaja na uspesSnu nanonizaciju (George i Ghosh, 2013), u skrining studiji sa devet lekovitih
supstanci nije uspostavljena korelacija izmedu fizickohemijskih karakteristika lekovite supstance i
uspeha u dobijanju stabilnih nanosuspenzija (Van Eerdenbrugh i sar., 2009).

Pored agregacije Cestica, kod nanosuspenzija moguce je da do povecanja velicina Cestica dode usled
Ostwald-ovog sazrevanja. U cilju smanjenja rasta kristala lekovita supstanca koja se usitnjava treba
da bude slabo rastvorljiva (Wang i sar., 2013). U tom smislu, biraju se stabilizatori koji ne uticu
znaajno na rastvorljivost supstance koja se usitnjava, a u slucaju surfaktanata, pozeljno je da
koncentracija bude ispod kriticne micelarne koncentracije (Verma i sar., 2009). Drugi parametar
koji uti¢e na ovaj fenomen je homogenost sistema, odnosno raspodela veli¢ine &estica. Cestice
razlicite veli¢ine imaju razli¢itu saturacionu rastvorljivost, prema Oswald-Freundlich jednacini, $to
formira koncentracioni gradijent izmedu njih. Posledica toga je difuzija molekula iz regiona visoke
koncentracije oko malih ¢estica u region nize koncentracije (oko vecih ¢estica). U tom regionu zbog
supersaturacije dolazi do kristalizacije na velike Cestice, a sa druge strane nastavlja se rastvaranje
malih Cestica, tako da u sustini dolazi do rasta velikih Cestica na ra¢un manjih. Na Ostwald-ovo
sazrevanje pored veliCine Cestica uticu 1 stabilizatori poSto smanjuju medupovrSinski napon izmedu
¢vrstih Cestica 1 teCnog medijuma (Wu i sar., 2011).

1.3.3. Postupci dobijanja nanokristala

Dve osnovne grupe metoda za izradu nanokristalnih disperzija zasnivaju se na rastu Kristala
precipitacijom (bottom-up) ili smanjenju veli¢ina Cestica (top-down). Medutim, zbog otezane
kontrole rasta kristala, prva grupa metoda nije interesantna farmaceutskoj industriji, te su veci
napori ulozZeni u razvoj metoda usitnjavanja. Zapravo, prva tehnologija proizodnje patentirana je
1990-tih pod imenom NanoCrystal® od strane Gary Liversidge i Sterling Drug Inc./Eastman Kodak
1 podrazumeva tehniku usitnjavanja pomoc¢u kuglica u tecnom medijumu (engl. wet ball milling,
WBM), i koris¢ena je za razvoj veéine proizvoda na trzistu. Cetiri godine kasnije Muller i saradnici
razvili su metodu baziranu na homogenizaciji pod visokim pritiskom (piston gap high pressure
homogenization (HPH)), nazvanu DissoCubes™. Nedugo zatim razvijena je druga varijanta
homogenizacije, Nanopure®, za formulacije sa manjim udelom vode ili nevodene disperzije
(Shegokar i Miller, 2010; Mdoschwitzer, 2013).



Kugli¢no usitnjavanje u te¢nom medijumu

Kod kuglicnog usitnjavanja u teCnom medijumu, supstanca, pozeljno u mikroniziranoj formi,
suspenduje se u medijumu koji sadrzi stabilizatore i prenosi u sud sa kuglicama (perlicama).
Kuglice i suspenzija se meSaju i dolaze u medusobnu interakciju $to dovodi do usitnjavanja Cestica
lekovite supstance razli¢itim mehanizmima: abrazijom, cepanjem ili lomljenjem (slika 1.3.1).
Ovako opisan niskoenergestki proces moze trajati i nekoliko dana kako bi se dobile disperzije malih
veli¢ina Cestica. Sa druge strane, visokoenergetski proces zahteva dostupnost posebne aparature koji
omogucuje pumpanje suspenzije odredenom brzinom kroz komoru za usitnjavanje, kontinuirano ili
diskontinuirano, tako da se usitnjavanje zavrSava za 30-120 min. Usitnjavanje je rezultat napona
smicanja i sila kompresije unutar komore. Osnovni nedostatak ove tehnike je mogucnost
oneciS¢enja koje potiCe od medijuma za usitnjavanje, zbog abrazije sa komorom uredaja, pa se
velika paznja posvecuje koriS¢enju otpornih materijala kao $to su polistirenske kuglice (razvijene za
ovu namenu, Pollymill®) ili itrijumom stabilizovane kuglice od cirkonijum oksida (Mdschwitzer,
2013; Al-Kassas i sar., 2017).

gruba disperzija
lekovita supstanca

nanocestice
lekovite
supstance

voda I

stabilizatori

Slika 1.3.1. Sematski prikaz metode kugliénog usitnjavanja u teénom medijumu (preuzeto i
prilagodeno iz Merisko-Liversidge i Liversidge (2011)).

Ova tehnika usitnjavanja posebno je interesantna u ranom razvoju lekova (Siewert i sar., 2018) zbog
moguénosti minijaturizacije i relativno jednostavnog prenosa na nivo proizvodnje. Veliki broj
istrazivaca je modifikacijom kugli¢nih mlinova ili kori§¢enjem drugih aparatura koje inicijalno nisu
za to namenjene uspeo da dobije nanokristalne disperzije koriS¢enjem miligramskih koli¢ina
lekovite supstance (Frank i Boeck, 2016; Van Eerdenbrugh i sar., 2008). Jedan primer
minijaturizacije procesa je primena uredaja za lizu ¢elija (engl. cell disruptor) uz koris¢enje kuglica
cirkonijum-oksida obloZenog itrijumom (Corrias i sar., 2017). Kori$¢enjem modifikovanih tehnika
omogucen je skrining stabilizatora ili drugih formulacionih aspekata pri dobijanju nanokristala u
ranim fazama razvoja novih lekova. Dodatno, ova tehnika izrade je kompatibilna sa gotovo svim
lekovitim supstancama, tako da ima prednost u odnosu na homogenizaciju pod visokim pritiskom
za dobijanje nanokristala malih veli¢ina ¢estica (Van Eerdenbrugh i sar., 2008).

Homogenizacija pod visokim pritiskom

Homogenizacija pod visokim pritiskom u piston-gap uredajima zasniva se na propustanju
suspenzije lekovite supstance kroz uzak otvor dijametra 25 um veoma velikom brzinom i pod
pritiskom od 500 do 1500 bar. Proces propustanja se ponavlja uglavnom oko 20-25 ciklusa uz
postepeno povecanje pritiska. Kada se suspenzija nalazi u zatvorenom sistemu, pritisak je
konstantan, medutim kada ona prode kroz uzak otvor dolazi do razvoja dinamickog pritiska, dok
staticki pritisak u tecnosti opada ispod napona pare Sto uzrokuje kljuCanje tecnosti i formiranje
mehuri¢a. Cim te¢nost napusti uzak otvor, mehurié¢i vazduha kolabiraju zbog normalizacije pritiska.
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Cestice lekovite supstance nanometarskih veli¢ina dobijaju se pod dejstvom kavitacionih sila
(generisanih zbog formiranja 1 kolabiranja mehuri¢a vazduha), sila smicanja i1 kolizije. Ovom
tehnikom proizveden je jedan lek na trZiStu za oralnu primenu (Triglide®, fenofibrat).

Drugi tip homogenizacije pod visokim pritiskom podrazumeva koriS¢enje mikrofluidizirajuce
tehnike. Koriste se dve vrste komora: ,,Y’’ 1,,2°’ tip. Kod prve vrste, suspenzija proti¢e u dva mlaza
koja se medusobno sudaraju tako da dolazi do kolizije Cestica i njihovog lomljenja zbog sila
smicanja i kavitacije. Kod ,,Z’ tipa mikrofluidizera do usitnjavanja dolazi zbog promena smera
proticanja suspenzije. Kako je za dobijanje malih veli¢ina Cestica potrebno ¢ak 50 ili vise
propustanja, ovaj proces se ne smatra pogodnim za proizvodnju, pa na trzistu jo§S uvek nema
nanokristalnih lekova dobijenih ovom tehnikom (Mdschwitzer, 2013; Al-Kassas i sar., 2017).

1.3.4. Liofilizacija nanokristalnih disperzija

Zbog povecanog rizika od agregacije tokom ¢uvanja nanosuspenzija u te¢nom stanju (engl. liquid
nanosuspensions, LNS), veoma c¢esto se sprovodi njihovo prevodenje u ¢vrsto stanje suSenjem
rasprSivanjem ili suSenjem smrzavanjem. Na ovaj nacin se dobijaju tzv. ¢vrste nanosuspenzije
(engl. solid nanosuspensions, SNS) (Yue i sar., 2013). SNS se mogu primenjivati nakon
rekonstitucije (redispergovanja), ili se puniti u kapsule ili komprimovati u tablete. Od dva pomenuta
nacina solidifikacije, liofilizacija se smatra pogodnijom za manje koli¢ine formulacija u ranim
fazama razvoja. SusSenje rasprSivanjem je u tom smislu nepovoljno zbog relativno velikih gubitaka
koji se stvaraju prilikom procesa. Medutim, pregledom literature primecuje se manjak sustinskog
razumevanja uticaja procesa liofilizacije na stabilnost nanocesti¢nih sistema, zbog ¢ega se veoma
cesto dobijaju liofilizati koji sadrze agregate.

Teorija procesa liofilizacije

Liofilizacija predstavlja sloZzen proces uklanjanja rastvaraca (vehikuluma) kroz tri faze -
smrzavanje, primarno susenje i sekundarno susenje (Slika 1.3.2.). Kako se najcesc¢e uklanja voda,
od velike je vaznosti razumeti fazne prelaze vode koji karakteriSu pomenute faze procesa:

faza smrzavanja faza primarnog susenja faza sekundarnog susenja
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Slika 1.3.2. Prikaz procesa liofilizacije (preuzeto i prilagodeno iz Kawasaki i sar. (2019))

1) Smrzavanje. Inicijalno, formulacija se zamrzava i dolazi do formiranja kristala leda (fazni prelaz
vode iz teCnog u Cvrsto agregatno stanje). Pretpostavlja se da su formirani kristali leda relativno
,,Cisti”’, bez prisustva rastvorenih Cestica ili drugih delova formulacije, a ostatak formulacije biva
pomeren sa fronta zamrzavanja u poseban region. U ovom, meduprostornom regionu, pored
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formulacije nalazi se nekristalna voda, najces¢e u staklastom stanju, sa pozeljno minimalnom
mobilno$¢u. Formulacija na kraju ove faze treba da bude u potpunosti zamrznuta (Abdelwahed i
sar., 2006a; Fonte i sar., 2016; Jennings, 1999). Vreme potrebno za smrzavanje zavisi viSe od visine
punjenja nego od ukupnog volumena punjenja. Generalno, za visinu punjenja od oko 1 cm potrebno
je da zamrzavanje traje oko 3 h (Abdelwahed i sar., 2006a). Nakon uklanjanja kristala leda
sublimacijom, ako se pretpostavi da je celokupna voda u formulaciji kristalisala, struktura koja
ostaje ¢e predstavljati intersticijalni region kada je formulacija u zamrznutom stanju. Podjednako je
vazno da smrznuta formulacija ima strukturu takvu da pruza minimalan otpor protoku vodene pare
u narednim fazama. OsuSeni proizvod veoma cesto ima strukturu nalik na dimnjak na sredini
kolaca. Ovakva struktura formira se ve¢ tokom smrzavanja. Kako kristali leda rastu sa dna bocice,
sistem prelazi u tzv. mushy state (,,kaSasta faza’’, faza koja se sastoji iz smeSe ¢vrste i tecne faze).
Dimnjaci su formirani kao rezultat dva modela konvekcije — jedan se de$ava u te¢nom sloju odmah
iznad, a drugi ispod tog regiona (Jennings, 1999).

2) Primarno suSenje. Nakon smrzavanja pritisak u liofilizatoru se smanjuje i povecava se
temperatura koja ¢e promovisati sublimaciju kristala leda (fazni prelaz iz ¢vrstog u gasovito stanje).
Kako sublimacija odmice, front led-gas se pomera kroz kola¢. ZavrSetak primarnog suSenja
podrazumeva da su svi kristali leda uklonjeni iz formulacije, tako da volumen koji zauzima kola¢
biva ekvivalentan volumenu zamrznutog matriksa. Glavni cilj primarnog sudenja jeste smanjenje
najveée koli¢ine vode dok je matriks u zamrznutom stanju. Medutim, ako je mobilnost vode u
meduregionu znacajna, nakon sublimacije eksponirani region ¢e biti nerigidan $to moze rezultovati
kolapsom ili ¢ak otopljavanjem (Jennings, 1999).

Sublimacija leda se deSava sa povrSinskog sloja kristala koji se sastoji od molekula vode koji
nemaju jasno definisanu strukturu. Kako se pritisak gasa spusta, molekuli vode sa dovoljno energije
1 pravim moment vektorom mogu napustiti povrSinu. Kada se nade u gasovitoj fazi, molekul vode
moZe se sudariti sa molekulima rezidualnog gasa, kao $to je kiseonik ili azot i vratiti se na povrsinu.
Stoga, brzina sublimacije pre svega zavisi od pritiska u komori liofilizatora. Primarno susenje
formulacije se razlikuje od primarnog susenja Cistog leda, ali principi faznog prelaza vode ostaju
isti. Osnovna razlika je postojanje medupovrsinskog regiona, koji moZze pruZziti otpor protoku
vodene pare (Jennings, 1999; Kawasaki i sar., 2019).

Parametri primarnog suSenja - pritisak u komori i temperatura police se odreduju na osnovu
termalnih karakteristika formulacije. PoSto masa leda preovladava u odnosu na masu
medupovrsinskog regiona, temperatura zamrznutog matriksa tokom primarnog suSenja ¢e biti
vodena temperaturom kristala leda na gas-¢vrsto medupovrsini (Jennings, 1999; Kawasaki i sar.,
2019). Kako bi se sprecio kolaps kolaca, primarno suSenje se sprovodi na temperaturi ispod
takozvane temperature kolapsa (Tc) ili kriticne temperature formulacije. Temperatura kolapsa
predstavlja temperaturu na kojoj voda u intersticijalnom (medupovrSinskom) regionu postaje
znacajno mobilna (Jennings, 1999). Ovaj parametar se uobic¢ajeno odreduje mikroskopijom susenja
smrzavanjem (engl. freeze-drying microscopy), a zatim se definiSu parametri procesa. Uglavnom,
vrednosti Tc su za oko 2 °C viSe od temperature staklastog prelaza maksimalno Kkrio-
koncentrovanog rastvora (Tg’) ili jednake eutektickoj temperaturi (Teu), tako da se pomenuti
parametar moze odrediti 1 termalnom analizom wuzorka (diferencijalnom skeniraju¢om
kalorimetrijom) (Abdelwahed i sar., 2006a).

3) Sekundarno susSenje. Finalno, zaostala vlaga koja predstavlja adsorbovanu vodu na povrsini i
adsorbovanu vodu u medupovrsinskom regionu se uklanja sekundarnim susenjem. Koli¢ina zaostale
vode nakon zavrSetka primarnog suSenja je uglavnom suviSe visoka (5-10 %) da bi se postigla
zeljena stabilnost. Smanjenje sadrzaja vlage se postize desorpcijom sa kolaa bez smanjivanja
zapremine kolaca, povecanjem temperature proizvoda i smanjenjem parcijalnog pritiska vodene
pare u Kontejneru. U ovoj fazi najznacajniji parametri koje treba razmatrati su temperatura, pritisak,
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ali i vreme suSenja, koje moze trajati i nekoliko dana (Jennings, 1999; Fonte i sar., 2016; Kawasaki
i sar., 2019).

Specifiénosti liofilizacije nanokristalnih disperzija

Prilikom liofilizacije nanokristalnih disperzija, usled uklanjanja vode javlja se moguc¢nost za
povecanje veliine Cestica nanokristala, uglavnom kao posledica njihove agregacije. lako svaka faza
procesa nosi odredeni rizik za agregaciju, najveci broj istrazivanja bavio se uticajem smrzavanja na
stabilnost nanokristala. Tradicionalno, za obezbedivanje stabilnosti tokom smrzavanja dodaju se
krioprotektanti koji treba da sprece preplitanje lanaca sternih stabilizatora homogenim pokrivanjem
i zaStitom povrSine cestica (Chung i sar., 2012). Kao Sto je prethodno objasnjeno, prilikom
smrzavanja se formiraju dva regiona — kristali leda i medupovrsinski (kriokoncentrovani, a kod
liofilizacije nanosuspenzija uobiCajeno se koristi termin nano-koncentrovani) region. Tokom
nukleacije i rasta kristala leda krioprotektanti i nanokristali bivaju gurnuti u kriokoncentrovani
region, pri ¢emu koncentracija nanokristala raste i do 50 puta. Nanocestice dolaze u blizi medusobni
kontakt, Sto povecava rizik od savladavanja odbojnih i preovladivanja privlacnih sila medu njima
(Chung i sar., 2012; Trenkenschuh i Friess, 2021). Kona¢no, na temperaturi ispod Tg’ ova faza
prelazi u staklasto stanje, tako da Cestice bivaju imobilisane u formiranom matriksu (Abdelwahed i
sar., 2006b). Opisani princip je u osnovi tzv. hipoteze vitrifikacije koja objaSnjava mehanizam
zastitnog efekta krioprotektanata (Abdelwahed i sar., 2006a).

Pored opisane hipoteze, postoji i drugo objasnjenje efekata krioprotektanata. Prema hipotezi
izolacije Cestica nije neophodno da dode do vitrifikacije, ve¢ krioprotektanti prostorno izoluju
pojedinacne Cestice u zamrznutom matriksu 1 na taj nacin sprefavaju agregaciju. Smisao ove
hipoteze ogleda se u zavisnosti izmedu stabilnosti Cestica i povrSinskog napona disperzionog
medijuma. Do agregacije dolazi u medijumu sa visokim povrSinskim naponom, koji se povecava sa
snizenjem temperature. Dodatno, do povecanja povrSinskog napona dolazi tokom nukleacije kristala
leda zbog povecéanja koncentracije u kriokoncentrovanom regionu. Koncentrovani rastvori saharoze
i glukoze imaju relativno nizak povrSinski napon, stoga mogu omoguciti ujednaceno dispergovane
Cestice, bez imobilizacije kao neophodnog preduslova za obezbedivanje stabilnosti. Ova hipoteza
prvi put je opisana na primeru kompleksa lipida i DNK (Allison i sar., 2000), ali je potvrdena i na
primeru nanokristalnih disperzija (Beirowski i sar., 2011b). U tom smislu akcenat je dat na
formulacionom dizajnu (osobine nanocestica, stabilizatori, krioprotektanti) pre nego na procesnim
parametrima (Beirowski i sar., 2011b). Vizuelizacijom je pokazano da se u odsustvu
krioprotektanata formiraju klasteri nanocestica, a da se dodatkom saharoze povec¢ava meducesti¢no
rastojanje polimernih nanocestica na bazi poli(D,L-laktid-ko-glikolida) (Niu i Panyam, 2017).

Zbog velikog rizika od agregacije tokom ove faze liofilizacije, velika paZznja posvecena je
proucavanju uticaja brzine smrzavanja na stabilnost (Lee i Cheng, 2006). Generalno, smatra se da
brzo smrzavanje i veca koncentracija krioprotektanata vodi ka boljoj redisperzibilnosti. Pri brzom
smrzavanju formiraju se manji kristali leda 1 veca specifi¢na povrSina leda, Sto smanjuje mogucnost
razvoja mehanickog stresa, a koncentracija krioprotektanata treba da bude iznad odredene granice
jer u suprotnom njihova migracija u kriokoncentrovani region nece biti potpuna (Lee i sar., 2009).
Kljuéni procesi koji dovode do agregacije Cestica tokom smrzavanja su dakle prepletanje lanaca
sternog stabilizatora i fuzija Cestica. Krioprotektanti treba da se nalaze izmedu nanocestica, na taj
nacin sprecavaju¢i ove procese. Stoga, na kraju smrzavanja neophodno je dobiti homogen
kriokoncentrovani region (Slika 1.3.3a). Tokom zamrzavanja se odvijaju sloZeni procesi separacije
faza od kojih zavisi okruzenje nanocestica, a samim tim i da li ¢e do¢i do njihovih interakcija.
Ukoliko je brzina smrzavanja manja od kriti¢ne brzine difuzije nanocCestica 1 krioprotektanta, pri
zamrzavanju ¢e se formirati relativno homogeni kriokoncentrovani region. U suprotnom,
nanocestice ili krioprotektanti ¢e ostati ,,zarobljeni’’ u kristalima leda, te se pove¢ava mogucnost
agregacije (Chung i sar., 2012). Difuzija nanokristala zavisi od osobina lekovite supstance, pa posto
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brzina difuzije hidrofobnih lekovitih supstanci moze biti relativno velika, redisperzibilnost ¢e biti
poboljSana sporijim zamrzavanjem (Yue i sar., 2014).

Kao krioprotektanti najcesce se dodaju Seceri — saharoza, trehaloza, glukoza, laktoza, ali i polimeri
kao Sto su poletilenglikoli, polivinilpirolidon, ili aminokiseline kao $to su glicin i histidin
(Abdelwahed i sar., 2006a). Izbor vrste i koncentracije krioprotektanata je od sustinske vaznosti za
sprecavanje agregacije tokom smrzavanja (Beirowski i sar., 2011a). Generalno, disaharidi su
efikasniji od polisaharida kao §to je dekstran zbog fleksibilnije strukture i manje veli¢ine molekula
(Trenkenschuh i Friess, 2021). Sa druge strane, iako hemijski sli¢ne, trehaloza i saharoza imaju
razlicite osobine. Trehaloza se od drugih Seéera izdvaja zbog odsustva intermolekulskih vodoni¢nih
veza, niske higroskopnosti, vise Tg’ (-29 °C, u odnosu na saharozu c¢ija Tg’ je -32 °C) i niske
hemijske reaktivnosti, pa se veoma Cesto koristi u liofilizaciji (Fonte i sar., 2016, Mohammady i
sar., 2020).
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Slika 1.3.3. Mehanizam stabilizacije koriS¢enjem a) krioprotektanata i b) lioprotektanata pri
liofilizaciji nanosuspenzija (preuzeto i prilagodeno iz Yue i sar. (2014)).

lako se u literaturi mogu sresti formulacije koje sadrze manitol kao krioprotektant, on veoma retko
obezbeduje potrebnu stabilizaciju. Zbog toga Sto lako kristaliSe, manitol se pre svega koristi kao
sredstvo za dopunjavanje, omogucuju¢i mehanic¢ku potporu liofilizatu i elegantan izgled kolaca
(Trenkenschuh i Friess, 2021). Naime, zbog njegove kristalizacije i formiranja eutekti¢ke smese sa
ledom, manitol se zadrzava u odeljku sa kristalima leda, smanjuju¢i moguc¢nost za interakciju sa
nanocesticama. Dodatno, rastuci kristali leda 1 manitola mogu vrsiti mehanicku silu na nanocestice
Sto vodi ka njihovoj agregaciji. Stoga, da bi postojao stabilisuci efekat manitola, neophodno je da on
barem delimi¢no bude prisutan molekulski dispergovan u amorfnoj fazi. Pokazano je da mnoge
supstance, kao Sto su natrijum-hlorid, natrijum-tetraborat i saharoza mogu inhibirati kristalizaciju
manitola (Abdelwahed i sar., 2006b; Mohammady 1 sar., 2020). Medutim, iako kao amorfna
supstanca moze formirati vodoni¢ne veze, ova forma manitola moze imati negativan uticaj na
stabilnost (Jena i sar., 2016).

Analogno liofilizaciji proteina, surfaktanti kao $to je polisorbat 80 imaju znacajnu ulogu u
liofilizaciji nanocestica. U formulacijama proteina, dodatak surfaktanta smanjuje povrsinski napon i
na taj nacin smanjuje adsorpciju proteina na medupovrsinu led-voda. Isto se moZe ocekivati u
formulaciji nanocCesticnih suspenzija (Abdelwahed i sar., 2006b). Sa druge strane, dodatak
poloksamera moze biti nepovoljan. Njihova rastvorljivost se poveava sa smanjenjem temperature
zbog povecéanja hidratisanosti polioksietilenskih i polioksipropilenskih blokova, pa se smanjuju
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dinamicki pokreti lanaca na povr$ini nanocestica (Abdelwahed i sar., 2006a). Drugo objasnjenje za
agregaciju Cestica stabilisanih poloksamerom je njegova kristalizacija tokom smrzavanja, u
odsustvu krioprotektanta. Medutim, u prisustvu krioprotektanta, dolazi do dehidratacije
poloksamera u rastvoru, §to forsira njegovo adsorbovanje na povrSini nanocestica. Pretpostavlja se
da poloksameri u tom smislu mogu imati ulogu krioprotektanata, ali ne i lioprotektanta bez
prisustva disaharida (Saez i sar., 2000). Interesantno je da saharoza inhibira Kristalizaciju
poloksamera, ali da trehaloza ne postize taj efekat. Ova razmatranja su posebno interesantna sa
aspekta odredivanja parametra kriticne temperature formulacije (engl. critical formulation
temperature, CFT). Pri primarnom suSenju iznad ove temperature dolazi do morfoloskih promena u
kolacu koji se karakteriSu kao ,,mikrokolaps’’, ,,kolaps’’ ili ,,skupljanje’’ koji negativno uti¢u na
kvalitet liofilizata (Beirowski i sar., 2011b).

Primarno suSenje, kao naredni korak u liofilizaciji takode nosi rizike za stabilnost nanocesti¢nih
formulacija. Posto je voda integralni deo elektricnog dvosloja, dehidratacija dovodi do njegovog
remecenja. Na ovakve spoljne uticaje posebno je osetljiv difuzioni sloj. Sa druge strane, kod sterno
stabilisanih Cestica, mobilnost surfaktanata i polimera na povrSini nanoCestica moze biti
onemoguc¢ena u odsustvu vode. Stoga je zamena molekula vode neophodna za zadrzavanje
fizickohemijskih osobina nanocestica tokom i nakon susenja (Trenkenschuh i Friess, 2021). Ovaj
princip je osnova takozvane hipoteze zamene vode na kojoj se bazira stabiliSu¢i efekat
lioprotektanata (Slika 1.3.3b). Pretpostavlja se da se formiranjem vodoni¢nih veza izmedu
lioprotektanata i stabilizatora nanocestica odrZava pseudo-hidratisano stanje, neophodno za
stabilnost. Amorfno stanje lioprotektanata omogucuje maksimalno formiranje vodonic¢nih veza, pa
je odredivanje i pracenje fiziCkog stanja lioprotektanata u formulaciji neophodan korak u
karakterizaciji liofilizata (Abdelwahed i sar., 2006b). Hipoteza zamene vode je dokazana
molekulskim simulacijama u kojima je doSlo do formiranja vodoni¢nih veza izmedu trehaloze i
fosfolipida (Trenkenschuh i Friess, 2021). Kao lioprotektanti se najéesce koriste iste supstance kao i
krioprotektanti.

Primarno susenje se sprovodi na temperaturi ispod temperature kolapsa, Tc, kako bi se sprecio
kolaps kolaca. Kolaps kolaca predstavlja promenu njegovog makroskopskog izgleda, Sto se vidi
uglavnom kao njegovo skupljanje, dok nekolabiran kola¢ zauzima istu zapreminu kao suspenzija
pre liofilizacije. Kolabiran kola¢, osim nezadovoljavajuéeg izgleda, uglavnom karakterise
produZzeno vreme rekonstitucije i povisen udeo rezidualne vlage, koji negativno uti¢e na stabilnost
preparata. Pored toga, Cesto u ovakvim preparatima dolazi do agregacije Cestica. I u slucaju
odsustva agregacije, ipak, ovakav preparat se odbacuje kao neprihvatljiv (Fonte i sar., 2016; Patel i
sar., 2017).

Tre¢im korakom u liofilizaciji, sekundarnim suSenjem, smanjuje se rezidualna vlaga. ldealno, u
farmaceutskim preparatima se smatra poZeljnim manje od 1% vlage u liofilizatu (Abdelwahed i sar.,
2006a), iako prema Evropskoj farmakopeji nema konkretnih zahteva. Medutim, primeéeno je da pri
koris¢enju visoke koncentracije saharoze, veoma Cesto nije moguce posti¢i nizak stepen zaostale
vlage. Jedno od objaSnjenja za ovaj fenomen moze se pronaéi u adsorbovanoj vodi u kolacu i
niskom stepenu difuzije na povrsSinu, pa je u ovim sluc¢ajevima ¢ak neophodno povecati temperaturu
suSenja za postizanje boljih rezultata (Jennings, 1999). Medutim, kod amorfnih liofilizata
temperatura sekundarnog susenja ne treba da bude viSa od temperature staklastog prelaza (Tg)
(Fonte i sar., 2016). Sadrzaj vlage u finalnom preparatu treba da bude odrzavan na minimumu jer
moze negativno uticati na stabilnost. Pre svega tokom ¢uvanja moze imati efekat plastifikatora
(Beirowski 1 sar., 2012), a smanjuju¢i Tg liofilizata ispod temperature cuvanja moze indukovati
kristalizaciju krio/lioprotektanta (Abdelwahed i sar., 2006a), na taj nafin smanjujuci stabilnost
preparata.
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1.3.5. Farmakokineticki aspekti primene nanokristalnih disperzija

Zahvaljuju¢i promenama fizickohemijskih karakteristika lekovite supstance usled smanjenja
veli¢ine Cestica, ocekuje se povecanje bioloske raspolozivosti i maksimalne koncentracije u plazmi
nakon primene, kao i smanjenje vremena za postizanje maksimalnih koncentracija (Shah i sar.,
2016a). Pored gore pomenutih osobina, nanokristalne disperzije karakteriSe gotovo stoprocentna
opterecenost lekom, zbog malih koncentracija stabilizatora. Samim tim, smanjuje se mogucnost
razvoja nezeljenih efekata povezanih sa nosacem lekovite supstance, te se smatraju veoma
bezbednim formulacijama. Intenzivno se proucavaju za sve puteve primene, pri ¢emu imaju
poseban znacaj i u preklini¢kim istrazivanjima lekova, kada je neophodno optimizovati in vivo
ekspoziciju i smanjiti neZeljene efekte. Nanosuspenzije mogu posluziti kao optimalni izbor s
obzirom da omogucuju postizanje visokih koncentracija i ne sadrze visoke koncentracije razli¢itih
ekscipijenasa (Patel i sar., 2020).

Parenteralna primena. Primena slaborastvorljivih supstanci u vidu rastvora intravenskim putem
Cesto nije moguca bez visokih koncentracija organskih rastvaraca, korastvaraca i/ili solubilizatora,
C¢ime se povecava rizik od razvoja neZeljenih efekata, ali i toksi¢nosti koji poticu od ovih
ekscipijenasa. Dodatno, povecava se moguénost uticaja ekscipijenasa na farmakokineticke i
farmakodinamicke osobine lekovite/bioloSki aktivne supstance (Pestel i sar., 2006). Osnovna
prednost nanokirstalnih disperzija je, stoga, odsustvo organskih rastvaraca i niska koncentracija
stabilizatora.

Sudbina nanokristala u organizmu nakon intravenske primene zavisi od veli¢ine Cestica. Ukoliko je
veli¢ina Cestica mala (manja od 200 nm) ili je supstanca velike intrinzi¢ke rastvorljivosti, veoma
brzo ¢e do¢i do njihovog rastvaranja, pa ¢e farmakokineticki profil biti sli¢an onom nakon primene
rastvora. Ako je veli€ina Cestica veca, nanokristali cirkuliSu kroz organizam kao submikronske
Cestice 1 mogu biti prepoznati kao strana tela i eliminisani fagocitozom c¢elija mononukelarnog
fagocitnog sistema, a zatim akumulirani u jetri, slezini, plu¢ima ili drugim organima. Ovaj proces
moze biti brz (kroz nekoliko minuta) ili sporiji, u zavisnosti od veliine 1 sastava formulacije
(odnosno koriS¢enih stabilizatora). U fagocitnim celijama, nanocestice se sporo rastvaraju u
fagolizozomima, i slobodna lipofilna lekovita supstanca moze pro¢i kroz membranu fagolizozoma u
citoplazmu, a zatim napustiti ¢eliju difuzijom zahvaljujuéi koncentracionom gradijentu. Rezultat je
produzeno oslobadanje lekovite supstance, a farmakokineticki parametri ¢e biti razli¢iti od onih
nakon primene rastvora. Oc¢ekivano je da maksimalna koncentracija i povrSina ispod krive budu
umanjeni, a volumen distribucije, srednje vreme zadrZavanja i poluvreme eliminacije poveéani
(Gao i sar., 2012). Teorija preuzimanja nanokristala od strane makrofaga i akumulacija u organima
kao S§to je slezina potvrdena je vizuelizacijom kristala itrakonazola u makrofagama na
mikrografijama slezine nakon intravenske primene nanosuspenzija (Rabinow i sar., 2007). lako
postoji sumnja da je doSlo do kristalizacije tokom pripreme uzorka za mikroskopiju, ovo je jedini
dosadasnji nalaz kristala leka u makrofagama, dok su zakljucci u ostalim radovima uglavnom
izvedeni iz tumacenja razlika izmedu farmakokinetiCkih parametara dobijenih nakon primene
razli¢itih tretmana (Lu 1 sar., 2016).

Pri intramuskularnoj ili intraperitonealnoj primeni nanokristala, sa druge strane, ocekuje se veca
bioloSka raspoloZivost u odnosu na primenu mikrosuspenzije, Sto moZe uticati i na efikasnost
lekova, osim u nekim sluéajevima visokopotentnih lekovitih supstanci (Maller i sar., 2001).

Peroralna primena. Povecanje brzine rastvaranja i adhezivnosti za zid gastrointestinalnog trakta se
smatraju najznacajnijim faktorima ovih formulacija koji dovode do povecanja bioloske
raspoloZivosti nakon peroralne primene. Brzina rastvaranja odrZzava koncentracioni gradijent Sto
povecava brzinu apsorpcije. Medutim nekoliko faktora mogu uticati na stabilnost nanokristalnih
Cestica u gastrointestinalnom traktu - razli¢ite pH vrednosti u razli¢itim delovima
gastrointestinalnog trakta, povecana jonska jacina, prisustvo hrane, zu¢nih soli i sli¢no (Gao i sar.,
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2012; Shah i sar., 2016a). Na primer, kisela sredina u zelucu moze izazvati agregaciju nanokristala i
umanjiti efekat smanjene veliCine Cestica na apsorpciju (Li i1 sar., 2021). Hrana moze imati
pozitivan ili negativan uticaj na apsorpciju slaborastvorljivih lekovitih suspstanci, medutim,
eliminisanje efekta hrane je pozeljno sa aspekta klinicke efikasnosti. U mnogim studijama je
pokazano da nanokristali uspesno smanjuju varijacije u apsorpciji kada se primene na sito ili
gladno. U stanju sitosti uglavnom je povecana sekrecija Zu¢nih soli, sto menja brzinu rastvaranja.
Ove varijacije, zajedno sa interindividualnim varijacijama dovode do varijabilne apsorpcije. Kod
mikroniziranih ili neusitnjenih Cestica lekovite supstance, povecanje apsorpcije u stanju sitosti je
verovatno posledica povecanja rastvorljivosti zahvaljujuéi formiranju micela Zu¢nih kiselina/soli. U
slucaju nanokristala, naprotiv, u osnovi povecane apsorpcije je povecanje brzine rastvaranja koja se
zasniva na velikoj povrSini Cestica, te ne zavisi od stanja sitosti/gladi (Shah i sar., 2016a).

Pored povecanja brzine rastvaranja, veliki znacaj ima dobro poznata mukoadhezivnost
nanoCesti¢nih sistema. Adhezija za mukus zida gastrointestinalnog trakta dovodi do viSeg
koncentracionog gradijenta i produzenog vremena zadrZavanja, $to vodi povecanju stepena
apsorpcije. Modifikacijom formulacije nanocesti¢nih sistema mogu se posti¢i jace interakcije sa
mukozom. U tom smislu, povrSina Cestica se oblaze katjonskim polimerima koji stupaju u
elektrostaticke interakcije sa negativno naelektrisanom mukozom ili se nanokristali leka
inkorporiraju u mukoadhezivne polimere (Gao i sar., 2012).

Povecanje oralne apsorpcije u literaturi je objasnjeno 1 mnogim drugim mehanizmima, kao §to je
poveéanje permeabilnosti (Imono i sar., 2020), ali i preuzimanje nanokristala endocitozom i
transcelularni transport kroz epitelne Celije tankog creva. Prva barijera u apsorpciji je permeacija
kroz zaStitni mukusni sloj 1 moZe biti uslovljena oblikom ¢estica, zbog razlicite rotacije i smicanja
oko mukusne mreze (Guo i sar., 2019). Naredni korak internalizacije u ¢elije takode zavisi od
veli¢ine Gestica zbog razli¢itih promena energije savijanja membrane. Cestice oblika diska
zahtevaju snaznije deformacije membrane u poredenju sa iglicastim ili sfernim nanocesticama.
Posledi¢no, brzina endocitoze bila je najveca za sferne, zatim igliaste i na kraju Cestice oblika
diska (Li i sar., 2012; Li i sar., 2015).

Pored veli¢ine Cestica, veliku ulogu imaju 1 stabilizatori, s obzirom da stupaju u interakciju sa
povrsinom c¢elija. Razliciti stabilizatori aktiviraju razli¢ite puteve internalizacije, a zatim i transport
kroz ¢eliju zbog razli¢itih interakcija sa organelama (Tian 1 sar., 2022). Medutim, transcelularni
transport je i dalje predmet debate, s obzirom da mnoge studije pokazuju da se supstance ipak
apsorbuju u molekulskom obliku, pre nego u vidu nanokristalnih Cestica (Zhang i sar., 2021).
Interesantno je da u odredenom stepenu postoji i moguénost enterohepaticne cirkulacije.
Nanokristali mogu biti prepoznati i preuzeti od strane fagocitnih ¢elija, koji zatim deluju kao depoi
aktivne supstance. Preuzeti nanokristali bi se sporo rastvarali u fagocitima i zatim bi oslobodeni lek
difundovao izvan celija. Na taj nacCin bi maksimalne koncentracije bile nizih vrednosti i1 kasnije
postignute, a farmakokineticki profil u plazmi pokazao bimodalnu raspodelu (Zhu i sar., 2022).
TaCan mehanizam apsorpcije nanokristala do sada nije utvrden. On znafajno zavisi od
karakteristika same lekovite supstance i fizickohemijskih osobina nanocestica. Stoga, veliki znacaj
imaju studije sa fluorescentno obelezenim nanocesticama, u kojima se prati njihov put kroz
gastrointestinalni sistem (McGuckin i sar., 2022).

1.3.6. Nanokristalne disperzije na trzistu

Iako se nanosuspenzije intenzivno proucavaju za sve puteve primene, najveci broj registrovanih
lekova je za peroralni put primene, dok samo su dva leka za parenteralni put. Osim Invega Sustena
(prethodno napunjen Spric) svi lekovi su u ¢vrstoj formi, Sto potvrduje da je kratka stabilnost ovih
sistema u te¢noj formi njihov najveci nedostatak.
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Tabela 1.3.1. Pregled registrovanih lekova koji sadrZe nanokristale

Naziv Lekovita Put primene
(proizvodac/ supstanca (farmaceutski Tehnologija Ekscipijensi* Postignuti rezultati Referenca
inventor) (indikacija) oblik)
intramuskularn mala zapremina
. polisorbat 20, PEG 4000, primene, smanjen
a primena . L . A -
. " limunska kiselina monohidrat, bol pri primeni, Ahire i sar.,
Invega Sustena® paliperidon- (suspenzija za " . e .. .
. o natrijum hidroksid, dinatrijum depo formulacija — 2018;
(Janssen palmitat injekciju u NanoCrystal® . . . o i
. X . hidrogen fosfat anhidrovani, povecanje Gadekar i
Pharmaceuticals) (shizofrenija) prethodno = o
. natrijum dihidrogenfosfat poluvremena sar., 2021
napunjenom . N )
. monohidrat eliminacije (primena
Spricu) y
1 x mesecno)
Ryanodex ® dantrolen- mtrgvenska polisorbat 80, PVP K12, manja zapremina .
. ) primena, : - . L primene, brza Patel i sar.,
(Eagle natrijum (maligna y / manitol, natrijum hidroksid ili N .
. . - (prasak za . .o rekonstitucija, brza 2020
Pharmaceuticals) hipertermija) T hlorovodoni¢na kiselina .
injekciju) primena
sirolimus laktoza, saharoza, PEG 8000,
" PEG 20000, MCC, kalcijum olakSana primena
Rapamune® (prevencija . . .
. S oralna primena sulfat, talk, magnezijum stearat, (tableta umesto Haeri i sar.,
(Pfizer, Wyeth odbacivanja NanoCrystal® o Y. ;
’ (tableta) titanijum dioksid, poloksamer rastvora), veca 2018
Pharmaceuticals) organa nakon licerol I bi 03]
transplatacije) 188, PVP, glicerol monooleat, ioraspoloZivost
dl-alfa tokoferol, karnauba vosak
oralna primena punjenje kapsule: saharoza, NCE, visoka
(kaprs)ula : MCC, HPC, SLS bioraspoloZivost
aprepitant Y praSak za oralnu suspenziju: (ogranicen Haeri i sar.,
Emend (Merck) (antiemetik) prasak za NanoCrystal® HPC, SLS, saharoza, apsorpcioni prozor), 2018
oralnu ) .
suspenziju) anhldrovap'a laktoza_, gvozde odsustvo efekata
oksid, natrijum stearilfumarat hrane
fenofibrat SLS, laktoza monohidrat, PVP,
Tricor® (Abbott (hiperholeste- oralna primena NanoCrvstal® krospovidon, MCC, koloidni apsorpcija nezavisna ~ Gadekar i
Laboratories) rolemija ili (tableta) y bezvodni silicijum dioksid, od unosa hrane sar., 2021
dislipidemija) natrijum stearilfumarat
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Naziv Lekovita Put primene
(proizvodac/ supstanca (farmaceutski Tehnologija Ekscipijensi* Postignuti rezultati Referenca
inventor) (indikacija) oblik)
krospovidon, laktoza
: N monohidrat, manitol,
fenofibrat homogenizacija maltodekstrin, CMC natrijum
Triglide® (hiperholeste- oralna primena pod visokim lecitin iz 'a'eté kroskarmelozé apsorpcija nezavisna ~ Gadekar i
(Skyepharma) rolemija ili (tableta) pritiskom 11 12 JaJFLs, KTQsKarts™o od unosa hrane sar., 2021
dislipidemija) IDD-P® natrijum, SLS, koloidni silicijum
P J dioksid, magnezijum stearat,
natrijum fosfat monobazni
medestrol acetat alkohol, vestacki ukus limuna, odsustvo efekata
Megace® ES (stirglulans aetita  oralna primena limunska kiselina monohidrat, hrane, povecana
%PAR kod aci'enaria na (orglna NanoCrvstal® dokuzat natrijum, HPMC, bioraspolozivost, Haeri i sar.,
. pacijenata n . y prec¢is¢ena voda, natrijum veca jacina leka, 2018
Pharmaceuticals) hemoterapiji ili suspenzija) benzoat, natrijum citrat dihidrat manji viskozitet
HIV pacijenata) ' ; .
saharoza formulacije
produzeno
. . . . amonijum metakrilat, fumarna oslobadanje u .
Avinza® (I_(mg morfin su_l_fat oralna primena NanoCrystal® kiselina, PVP, SLS, granule odnosu na rastvor Bhalani i
Pharmaceuticals) (analgezija) (kapsule) skroba i Secera. talk (primena 1 x sar., 2022
dnevno)
Zanaflex tizanidin . HPMC, silicijum-dioksid, .
. . oralna primena . N odsustvo efekata Bhalani i
Capsules® hidrohlorid NanoCrystal® Secerne granule, titanijum
" (kapsule) o hrane sar., 2022
(Acorda) (terapija spazama) dioksid

*lista ekscipijenasa preuzeta je iz saZetaka karakteristika navedenih lekova; PEG — polietilenglikol, HPC — hidroksipropilceluloza,
CMC - karboksimetilceluloza, HPMC — hidroksipropilmetilceluloza, PVVP — polivinilpirolidon, MCC — mikrokristalna celuloza, SLS -

natrijum-laurilsulfat
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1.4. Lipidne nanocestice

1.4.1. Definicija, vrste i struktura lipidnih nanocestica

Lipidne nanocestice su ¢vrsti koloidni nosaci koji se sastoje od lipidnog matriksa stabilizovanog
odredenim stabilizatorima. Razvijene su nakon §to je ulje u nanoemulzijama zamenjeno ¢vrstim
lipidom, zahvaljuju¢i ¢emu je omoguceno kontrolisano oslobadanje supstance. Lipidne nanocestice
su zadrzale prednosti prethodnih nanonosaca (liposomi, polimerne nanocestice i nanoemulzije) kao
Sto je visok solubilizacioni kapacitet za liposolubilne lekovite supstance i moguénost ciljne
isporuke, ali su i prevazisli nedostatke toksicnosti, otezane proizvodnje i koriS¢enja organskih
rastvaraca pri izradi (Wissing i sar., 2004). lako su inicijalno razvijane za parenteralni put primene,
danas se proucavaju za gotovo sve puteve primene ukljucujuci oralni, dermalni, okularni i rektalni,
kao i za razliCite terapeutske oblasti (Joshi i Muller, 2009; Scioli Montoto i sar., 2020). Smatraju se
netoksi¢nim, biorazgradivim i formulacijama lakim za proizvodnju (Scioli Montoto i sar., 2020).

Prvu generaciju lipidnih nanocestica predstavljaju ¢vrste lipidne nanocestice (engl. solid lipid
nanoparticles, SLN) ¢iji se lipidni matriks sastoji samo iz ¢vrstog lipida. Zanimljivo je da su ih u
isto vreme patentirala dva nezavisna istrazivacka tima pritom opisujuci razliite nacine njihove
izrade. Tim prof. R. H. Miillera nanocestice je dobijao metodom homogenizacije pod visokim
pritiskom. Na taj nac¢in dobijene su Cestice sastava sli¢nog koloidnim emulzijama (Lucks i Mdller,
1993). Drugi tim istrazivaca okupljenih oko prof. M. R. Gasco opisao je postupak dobijanja
nanocestica iz mikroemulzija (Gasco, 1993). U SLN lekovita supstanca mozZe biti homogeno
distribuirana ili se prevashodno nalaziti u omotacu ili jezgru lipidne nanocestice, zavisno od njenih
osobina, ali i nacina izrade. Lokalizacija lekovite supstance unutar lipidnog matriksa uti¢e na njeno
oslobadanje: lekovita supstanca koja se preraspodelila u lipidno jezgro ¢e imati produzeno
oslobadanje, a lekovita supstanca koja se nalazi u omotacu trenutno i naglo oslobadanje (Muller i
sar., 2000). Medutim, veliki nedostatak ovog tipa nosaca jeste ograni¢en prostor za inkorporiranje
lekovite supstance, $to dovodi do njene ekspulzije, veoma Cesto brzo nakon izrade.

Kako bi se prevazisao nizak stepen opterecenja SLN, razvijeni su nanostrukturirani lipidni nosaci
(engl. nanostructured lipid carriers, NLC). Kod ovih nanocestica je u strukturu lipidnog matriksa
ukljucen 1 tecni lipid ali Cestice zadrzavaju Cvrsto stanje na sobnoj temperaturi i temperaturi tela.
Zahvaljuju¢i tome struktura lipidnog matriksa biva manje organizovana, a povecanje kapaciteta
punjenja se postize i zbog vece rastvorljivosti supstanci u uljima nego u ¢vrstom lipidu (Muller i
sar., 2002a; Jenning i sar., 2000). U zavisnosti od sastava (vrste i udela te¢nog lipida) razlikuju se tri
tipa NLC (Agrawal i sar., 2020; Pardeike i sar., 2009; Wissing i sar., 2004):

1. Nesavrseni tip NLC koji nastaje meSanjem cvrstog lipida sa malom koli¢inom te¢nog lipida. Na
ovaj nacin povecava se rastojanje izmedu lanaca glicerida, 1 posledicno prostor za
inkorporiranje supstanci.

2. Amorfni tip NLC u kojima je sprecena kristalizacija lipida. Ovaj tip NLC se uglavnom dobija
nakon mesSanja ¢vrstog lipida sa izopropil miristatom, hidroksioktakosanil hidroksi stearatom, i
sl. Amorfno jezgro sprecava ekspulziju lekovite supstance tokom cuvanja zbog neuredene
strukture koja ima veci prostor za inkapsulaciju supstanci.

3. Mesoviti tip NLC kod koga je prisutan veci udeo te¢nog lipida. Zbog prekoracenja
rastvorljivosti ulja u ¢vrstom lipidu stvaraju se nanokompartmenti ulja. Ovaj tip NLC je
rezervisan za supstance koje se dobro rastvaraju u uljima — na ovaj nacin su i dalje zasticene od
degradacije iako su rastvorene u teCnom lipidu, a postize se i produzeno oslobadanje.

Alternativni pristup za povecanje solubilizacionog kapaciteta SLN je dodatak lecitina u relativno

visokoj koncentraciji, tako da dolazi do formiranja reverznih micela ili te¢nih kristala. Ovaj pristup

je 1iskoriS€en za supstance razliCitih fiziCkohemijskih osobina kao Sto su pilokarpin baza i

pilokarpin-hidrohlorid, 17p-estradiol hemihidrat, mikonazol-nitrat i diklofenak-natrijum (Attama i
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sar., 2008; Kenechukwu i sar., 2017; Friedrich i Mduller-Goymann, 2003). Pokazano je da se
koli¢ina solubilizovane lekovite supstance povecava linearno sa pove¢anjem koncentracije lecitina
u lipidnoj smesi (Friedrich i Miller-Goymann, 2003). Dodatno, na primeru lipidnih nanocestica sa
diklofenak-natrijumom pokazan je znacajan uticaj fosfolipida na efikasnost inkapsulacije. Na taj
naCin zakljueno je da lipidni matriks sadrzi prostor za uklju¢ivanje supstance u prisustvu
fosfolipida, pritom povecavajuéi i stabilnost ka ekspulziji (Attama i sar., 2008).

Detaljno su proucavane lipidne smeSe sa i do 50% lecitina i pokazano je da lecitin utiCe na
kristalizaciju ¢vrstog lipida. Nakon kristalizacije u a-formu lipida, veoma brzo, u toku 24 h, dolazi
do polimorfnog prelaza u B’ oblik, koji dalje prelazi u B formu ali znatno sporije, tokom ¢uvanja.
Povecanjem udela lecitina u lipidnoj smesi dolazi do povecanja kinetike kristalizacije. Medutim,
lecitin u smesi nije molekulski inkorporiran u kristalnoj reSetki, ve¢ kristaliSe kao zasebna faza
(Schubert i sar., 2005). Usled preraspodele lecitina na medupovrSinu tokom pripreme nanocestica
(posebno toplim postupkom homogenizacije pod visokim pritiskom), efikasnost inkapsulacije moze
biti smanjena kada se lipidna smesSa prevede u nanometarske veli¢ine. U nizim koncentracijama
lecitin se nalazi na povrSini u formi monosloja, ali u visSim koncentracijama moze se formirati
viSeslojni omotac oko lipidnog jezgra. Sa koncentracijom lecitina iznad 30%, njegova interakcija sa
povrSinom Cestice moze biti smanjena, $to moze dovesti do prelaska lecitina u vodenu fazu
disperzije i formiranja liposoma i/ili mesSovitih micela, ugrozavajuéi stabilnost i kapacitet punjenja
nanocestica (Schubert i sar., 2006, Schubert i Miller-Goymann, 2005). Zaista, termalnom analizom
je pokazano da je distribucija lecitina razli¢ita u dispergovanim i nedispergovanim sistemima
(Schubert i1 sar., 2005). Stoga, prilikom razvoja ove vrste nosaca neophodna je detaljna
fizickohemijska, ali i strukturna karakterizacija lipidnih smesa, kao i dobijenih nanocestica.

1.4.2. Formulacija lipidnih nanocestica

Lipidi

Veliki broj lipida razli¢itog sastava i osobina je proucavan pri razvoju lipidnih nanocestica, od
triglicerida kao Sto su tripalmitin, tristearin, trilaurin, trimiristin, mono- i digliceridi kao Sto su
gliceril monostearat, gliceril dibehenat i estri kao $to je cetil palmitat. Mnogi komercijalno dostupni
cvrsti lipidi zapravo predstavljaju smeSe $to moze doprineti njihovoj funkcionalnosti. Jedan od
primera je Precirol® ATO koji sadrzi smeSu gliceril distearata, gliceril tristearata, gliceril
tripalmitata 1 gliceril dipalmitata. U istrazivanjima lipidnih nanocestica sa visokim udelom lecitina
intenzivno su proucavane smeSe Cvrstih triglicerida Softisan® 100 ili Softisan® 142
(hidrogenizovani kokogliceridi), a posebno Softisan® 154 (hidrogenizovano palmino ulje).
Softisan® 154 (S154) predstavlja smeSu triglicerida prirodnih, hidrogenizovanih linearnih masnih
kiselina sa parnim brojem C-atoma (C19-Cys).

Prilikom izbora lipida razmatraju se rastvorljivost leka u ¢vrstom lipidu, temperatura topljenja,
njihova kristalizacija i kompatibilnost odnosno meSanje sa drugim ekscipijensima (Negi i sar.,
2014). S obzirom da se ve€ina nacina izrade zasniva na topljenju Cvrstog lipida neophodno je
obezbediti kristalizaciju tokom hladenja dispergovanog lipidnog matriksa. Kristalizacija kapljica
emulzija koje su dobijene tokom homogenizacije zahteva hladenje formulacije ispod kriticne
temperature kristalizacije. Ovaj parametar je karakteristican za koriS¢eni lipid, ali moZe biti
modifikovan drugim ekscipijensima ili lekovitom supstancom. Za lipide sa izuzetno niskom
kriticnom temperaturom kristalizacije, za kristalizaciju je neophodno obezbediti hladenje u frizideru
ili pri temperaturama ispod 0 °C, Sto moze ugroziti stabilnost disperzije. Sa druge strane, koriséenje
triglicerida sa razli¢itim duzinama lanaca masnih kiselina uglavnom dovodi do povecanja
temperature kristalizacije (Bunjes, 2011). Pored toga, koriS¢enje surfaktanata sa dugim zasi¢enim
alkil lancima takode moze povecati temperaturu kristalizacije, odnosno promovisati kristalizaciju.
Pokazano je da se trigliceridi na povrsini Cestice stabilizovane polisorbatom 80 orijentiSu paralelno
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u odnosu na povrsinu Cestice, ukazujuci na kristalizaciju procesom tzv. surface templating (Arima i
sar., 2009).

Trigliceridi inicijalno uglavnom kristaliSu u a oblik koji je metastabilan. Tokom ¢uvanja, veoma
¢esto u roku od nekoliko dana ili nedelja, dolazi do polimorfnog prelaza u 8’ i zatim u B oblik, a
moze se naci i intermedijarni oblik B;. Polimorfne tranzicije su uglavnom ubrzane kada je lipid
dispergovan, a zavise i od sastava lipida (Bunjes, 2011). Na ovaj proces znacajan uticaj imaju
stabilizatori, pa je velika paznja posveéena ovim istrazivanjima (Sonoda i sar., 2006). Tako
nezasic¢eni nejonski stabilizatori sa kratkim alkil lancima i fosfolipidi olakSavaju prelaz u stabilniji
oblik. Suprotno, prilikom kori§éenja fosfolipida sa zasi¢enim dugolancanim masnim kiselinama
usporen polimorfni prelaz je verovatno povezan sa formiranjem rigidnog omotaca ocvrslog
fosfolipida oko nanocestice. Ovaj omota¢ moze smanjiti prostor i mobilnost molekula, koji su
potrebni za preuredenje tokom promene polimorfnog oblika. Sa druge strane, stabilizatori koji
formiraju fluidniji sloj na povrsini nanocesica, nezasic¢eni fosfolipidi, mogu ubrzati promene oblika
(Bunjes i Koch, 2005; Bunjes i sar., 2007, Salminen i sar., 2014).

Stabilizatori

Za stabilizaciju se koriste razli¢iti surfaktanti kao $to su poloksameri, polisorbati, natrijum-holat,
polioksietilenski estri 12-hidroksistearinske kiseline (Solutol® HS15) i lecitini (Agrawal i sar.,
2020). Njihova koncentracija uglavnom zavisi od udela masne faze. Veoma Cesto se kombinuje vise
razli¢itih stabilizatora, zbog boljeg pakovanja na povrSini nanocestica. Analogno nanoemulzijama,
pri formulaciji lipidnih nanocestica stabilizovanim fosfolipidima, zbog velike zakrivljenosti
povrsine Cestice pogodan je dodatak uglavnom sternih kostabilizatora kao §to su polisorbati.
Fosfolipidi imaju tendenciju ka formiranju filma u ravnoj geometriji, pa dodatkom kostabilizatora
se povecava fleksibilnost omotaca (Klang i Valenta, 2011). Medutim, potreba za dodatnim
stabilizatorom zavisi i1 od drugih konstituenata u formulaciji lipidnih nanocestica, pa se mogu dobiti
nanocestice zadovoljavaju¢ih osobina stabilizovane samo lecitinom (Savic¢ i sar., 2017).

Na trzistu postoji veliki broj dostupnih lecitina razli¢itog sastava. lako se pojam lecitina vezuje za
fosfolipide, on predstavlja zapravo smesu razlicitih fosfolipida i masnih kiselina (Klang 1 Valenta
2011). Od toga veoma zavise njihove osobine, ali i uticaj na strukturu lipidnih nanocestica (Bunjes i
Koch, 2005). Fosfolipidi, zahvaljuju¢i amfifilnoj strukturi formiraju razliite termotropne i
liotropne faze. Vecina fosfolipida formira trodimenzionalnu strukturu lamelarnih te¢nih kristala na
niskim temperaturama ili pri niskom nivou hidratacije. Pored toga, mogu biti formirani drugi ¢vrsti
dvodimenzioni lamelarni kristali ili gel faze. Fazne promene, koje mogu biti okarakterisane kao
cvrsto-Cvrsto, topljenje lanaca ili teCne fazne promene su uglavnom indukovane varijacijama
temperature. Prilikom poveéanja temperature iznad odredene granice, ugljovodonicni lanci postaju
te¢ni, pa dolazi do promena iz faze nalik ¢vstom stanju u strukturu sli¢nu te¢noj. Temperatura pri
kojoj dolazi do promena zavisi od vrste i duzine lanca fosfolipida: fazne promene su pomerene ka
vi§im temperaturama sa povecanjem duzine lanca. U okviru te¢nih struktura, fosfolipidi imaju
tendenciju da formiraju dvosloje kada se nadu u vodi (vodec¢i ka formiranju vezikularnih struktura
poznatih kao liposomi), a u uljima ova struktura se uglavhom odvaja na dva monosloja (Pichot i
sar., 2013). U smeSi sa lipidima, na mikrografijama dobijenim transmisionom elektronskom
mikroskopijom, uocavali su se sferni agregati veli¢ine oko 10-20 nm izmedu slojeva. Ovaj nalaz je
potvrdio prisustvo reverznih micela, cak i nakon hladenja lipidne smeSe. Pri povecanoj
koncentraciji fosfolipida pretpostavlja se da se formiraju i drugi tipovi struktura lecitina u ¢vrstom
stanju kao Sto su lamele ili njihova lokalizacija izmedu molekula triglicerida (Friedrich i Mdller-
Goymann, 2003).
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1.4.3. Metode izrade lipidnih nanocestica

Na pocetku istrazivanja lipidnih nanocestica su predlozene dve metode izrade - mikroemulziona
tehnika i homogenizacija pod visokim pritiskom. Danas, u literaturi se pored pomenutih metoda
srecu 1 nanoprecipitacija, ultrasonifikacija, tehnika emulzifikacije/evaporacije rastvaraca i ekstruzija
kroz pore membranskog filtera. Od svih pomenutih naj¢eS¢e koriS¢ena metoda je homogenizacija
pod visokim pritiskom jer se ve¢ koristi u industriji za proizvodnju nanoemulzija (Agrawal 1 sar.,
2020). Od razvoja vakcina za COVID-19, proizvodnja lipidnih nanocestica metodama
mikrofluidizacije postaje fokus mnogih istrazivanja, posebno pri razvoju lipidnih nanocestica sa
nukleinskim kiselinama (Prakash i sar., 2022).

Homogenizacija pod visokim pritiskom se zasniva na propuStanju tecnosti pod veoma velikim
pritiskom (100-2000 bar) kroz veoma uzak otvor (veli¢ine nekoliko mikrometara) ¢ime se na
malom rastojanju postizu velike brzine (preko 1000 km/h). Dejstvom sila smicanja i kavitacionih
sila, dobijaju se Cestice submikronskih razmera (Mehnert 1 Méder, 2001). Ovom metodom dobijaju
se Cestice male veli¢ine sa uskom rapodelom veli¢ina, a s obzirom na Siroku zastupljenost
homogenizacije pod visokim pritiskom u proizvodnji nanoemulzija za parenteralnu ishranu, scale-
up sa laboratorijskog na industrijski nivo ne predstavlja prepreku. Homogenizacija pod visokim
pritiskom se moZe sprovesti na povisenoj temperaturi (topla homogenizacija pod visokim
pritiskom) ili na sobnoj temperaturi (hladna homogenizacija pod visokim pritiskom).

Topla homogenizacija se sprovodi na temperaturama visim od temperature topljenja lipida. Najpre
se pravi rastvor lekovite supstance u lipidnoj fazi uz zagrevanje na temperaturu koja je za 5-10 °C
visa od temperature topljenja lipidne smeSe. Zatim se meSanjem ovog rastvora sa vodenom fazom
(vodeni rastvor surfaktanta uz eventualni dodatak drugih ekscipijenasa) zagrejanom na istoj
temperaturi dobija pre-emulzija veli¢ine kapi nekoliko mikrometara. Tako dobijena pre-emulzija se
propusta kroz homogenizator pod visokim pritiskom na poviSenoj temperaturi, pri ¢emu nastaje
nanoemulzija. Homogenizacija se moze vrsiti u nekoliko ciklusa, uobicajeno za SLN i NLC 3-5
ciklusa pri pritisku 500-1500 bar, ali za izradu lipidnih nanocestica sa visokim udelom lecitina
neophodno je propustiti formulaciju i do 20 puta. U cilju dobijanja lipidnih nanocestica, odnosno
ocvrs¢avanja lipidnog matriksa, dobijena nanoemulzija se hladi na sobnoj temperaturi ili u ledenom
kupatilu, zavisno od karakteristika lipidne faze (Tapeinos i sar., 2017; Pottoo i sar., 2020).

Hladni postupak homogenizacije pod visokim pritiskom je metoda izbora za izradu/proizvodnju
lipidnih nanoCestica sa supstancama koje su izrazito termolabilne jer ¢e supstanca biti krace
izlozena visokoj temperaturi. Ovaj postupak je takode pogodan za supstance koje su hidrofilne jer
se smanjuje kontakt sa vodenom fazom, a time i mogucnost preraspodele lekovite supstance u nju.
Prva faza u hladnoj homogenizaciji - izrada rastvora lekovite supstance u lipidu, ista je kao u
toplom postupku homogenizacije pod visokim pritiskom. Rastvor se zatim hladi u te¢nom azotu i
usitnjava do cCestica mikrometarskih veli¢ina (50-100 um). Velika brzina hladenja omogucuje
homogeno distribuiranje lekovite supstance u lipidnoj fazi, pa je vea verovatnoca dobiti i
nanocestice sa takvim rasporedom lekovite supstance. Mikrocestice se disperguju u hladnoj vodenoj
fazi, nakon Cega se pre-suspenzija propusta kroz homogenizator pod visokim pritiskom na sobnoj
temperaturi ili nizoj. Generalno, na ovaj nacin dobijaju se nanoCestice nesto vece veli¢ine i Sire
distribucije veli¢ine nego toplim postupkom homogenizacije (Muller i sar., 2000; Mehnert i Mader,
2001; Kumar i sar., 2022).

1.4.4. Farmakokineticki aspekti primene lipidnih nanocestica

Najveci broj lipidnih nanocestica se istraZzuje za parenteralni 1 oralni put primene (Scioli Montoto 1
sar., 2020). Nakon intravenske primene, veoma brzo nakon §to nanocestice dospeju u cirkulaciju
oko njih se formira omotaC sastavljen od bioloSkih makromolekula, poznat kao protein korona.
Ovaj omotac je sastavljen od dva sloja, u zavisnosti od vremena kontakta proteina i nanocestice. U
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pocetku nastaje rastresit sloj, engl. soft corona sastavljen od proteina sa niskim afinitetom ali
prisutnim u visokoj koncentraciji. Ovi proteini su u stalnoj ravnotezi izmedu povrSine Cestica i
bioloskog medijuma (proces poznat kao Vrumanov efekat, engl. Vroman effect). U drugom
stadijumu, ovi proteini bivaju zamenjeni onim sa viSim afinitetom ali prisutnim u manjem obimu u
okruzenju. Oni ostaju u asocijaciji sa nanocesticama u duzem vremenskom periodu, obrazujuci
¢vrst korona omota¢ (engl. hard corona) (Baimanov i sar, 2019). Na ovaj nacin zapravo se
fizickohemijske osobine povrSine nanocestica menjaju u bioloSkom okruzenju (Lima i sar., 2020,
Yuan i sar., 2019). Vezivanje proteina, medutim, ne zavisi samo od njihovog afiniteta ve¢ i od
karakteristika povrSine nanocestice, odnosno od stabilizatora. Adsorpcija proteina komplementa,
poznatijih kao opsonini dovodi do prepoznavanja nanocestica od strane makrofaga i njihovog
transporta u jetru, odnosno smanjenja vremena zadrzavanja u cirkulaciji (Scioli Montoto i sar.,
2020). Generalno, distribucija nanocestica u razlicita tkiva, zbog njihove veli¢ine, bi¢e pre vodena
konvekcijom nego difuzijom, i vodi¢e akumuliranju u tkivima sa propustljivom vaskulaturom kao
Sto su jetra, slezina i bubreg (Yuan i sar., 2019).

Veliki broj radova pokazao je povecanje bioloSke raspolozivosti nakon oralne primene lipidnih
nanocestica, ali konkretan mehanizam kojim se to ostvaruje joS uvek nije razjasnjen. Pretpostavlja
se da je jedan od nacina povecanja bioloSke raspolozivosti zastita lekovite supstance od razgradnje
U gastrointestinalnom traktu posredstvom enzima ili pod uticajem razli¢ite pH vrednosti, ali i
smanjenje metabolicke razgradnje u jetri (Baek i Cho, 2017). Pored toga, hidrofobna povrsSina
lipidnih nanocestica ima tendenciju ka adheziji za mukozni sloj. PovrS§ina mukoznog sloja je
kontinuirano i relativno brzo ,,ispirana’’ u cilju zasStite od patogena i Cestica. Modifikacijom
povrSine mogu se razviti mukoadhezivne Cestice (engl. mucoadhesive particles, MAP) i mukus
penetrirajuce Cestice (engl. mucus penetrating particles, MPP). Pokazano je da MAP agregiraju u
mukusu u centru lumena gastrointestinalnog trakta, daleko od epitelnog sloja, dok pri apsorpciji
voda u gastrointestinalnom traktu brzo i ravnomerno transportuje MPP do epitelnih povrsina,
ukljucujuéi dostizanje povrsina izmedu resica u tankom crevu. To sugeriSe da ¢e isporuka lekovite
supstance ne-mukoadhezivnim MPP moze verovatno obezbediti poboljsanu distribuciju Cestica, a
time i isporuku leka (Maisel i sar., 2015).

Tokom zadrzavanja lipidnih nanocestica u lumenu creva moze do¢i do njihove razgradnje pod
dejstvom lipolitickih enzima pankreasa. Poznato je da simultana primena lipida i lekovite supstance
dovodi do povecane apsorpcije. Lipidi imaju efekat unapredenja apsorpcije, Sto je iskoriS¢eno pri
razvoju mnogih samo-emulgujucih sistema. Pod dejstvom enzima, lipidi se razgraduju i formiraju
meSovite micele sa zu¢nim solima koji dovode do poboljSanja apsorpcije leka. Da bi lek bio
efikasno i brzo solubilizovan u formiranim micelama, neophodno je da bude u blizini lipida, i po
mogucstvu rastvoren u lipidnoj fazi. Degradacija i solubilizacija je brza ukoliko su lipidne kapi
manje, poZeljno nanometarske velic¢ine (Miiller i sar., 2006).

Suprotno, u odsustvu razgradnje, pretpostavlja se da intaktne lipidne nanocestice apsorbuju na neki
od slede¢ih nacina: paracelularno, transcelularno ili preko limfne cirkulacije. Paracelularnim
prolaskom mogu se apsorbovati male, hidrofilne i naelektrisane &estice. Cvrste veze izmedu éelija
blokiraju prolaz za Cestice ve¢e od 1 nm, stoga ve¢ina nanocestica ne moze biti transportovana na
ovaj nacin. I kada je u pitanju transcelularni transport, veliku ulogu ima veli¢ina Cestica. Na primer,
Cestice veliCine oko 1 pum mogu biti preuzete fagocitozom, dok manje Cestice mogu biti
apsorbovane kroz M ¢elije asocirane oko Pejerovih ploca. Nanocestice veli¢ine manje od 200 nm
mogu biti transportovane endocitozom kroz enterocite (Salah i sar., 2020).

Generalno, transcitoza se sprovodi kroz jedan od dva mehanizma - fagocitoza ili pinocitoza (koja
moze biti posredovana klatrinom i klaveolinom). Inicijalno, nanocestica biva zahvacena ¢elijskom
membranom i formira se vezikula. Dalja sudbina Cestice mozZe biti: degradacija u lizozomima,
preuzimanje od strane odredenih organela, oslobadanje sadrzaja u citosol ili izbacivanje u
ekstracelularni prostor egzocitozom. Najve¢i broj nanocCestica nakon preuzimanja biva
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transportovan putem endolizozoma, u kojima se uglavnom razgraduju, te samo 2,5% nanocestica
biva transportovano do bazolateralne strane (Salah i sar., 2020; Scioli Montoto i sar., 2020; Neves i
sar., 2016). Ovo je potvrdeno in vivo studijama posebnom metodom fluorescencije. lako
nanocestice u velikoj meri budu preuzete u ¢elije, ne dolazi do njihove penetracije kroz celijski
monosloj, ve¢ se koncentriSu na njegovoj povrsini (Hu i sar., 2016). Zbog toga, jedan od nacina
sprecavanja degradacije jeste zaobilaZzenje ovog puta ili izazivanje fuzije lizozoma ili endozoma sa
membranom 1 izbacivanje sadrzaja iz Celije. Pokazano je da pozitivno naelektrisane Cestice
napustaju lizozome, dok se negativno naelektrisane Cestice u njima zadrzavaju (Salah i sar., 2020).

Isporuka lekovitih supstanci putem limfnog sistema imala bi velike prednosti ukljucujuci
zaobilazenje metabolizma prvog prolaza (Jawahar i sar., 2018). Dodatno, limfni kapilari epitela
limfnih folikula su znacajno vise propustljivi od krvnih kapilara. Transport obuhvata paracelularni i
transcelularni mehanizam, od kojih je najznacajnija transcitoza kroz M ¢elije Pejerovih plo¢a. Ove
¢elije poseduju veliku efikasnost transcitoze i smanjenu lizozomalnu aktivnost. Preuzimanje u limfu
znacajno zavisi od hidrofobnosti nanocestica, prirode lipida i duzine lanaca (Salah i sar., 2020).
Medutim doprinos preuzimanja putem limfe u celokupnoj oralnoj bioraspoloZzivosti je uglavnom
mali (Ma i sar., 2017). Jedan od razloga moZze biti razgradnja u Zelucu, koja se moze prevazici
zastitom od kiselog okruzenja enterickim omotacem ili intraduodenalnom primenom, kako je
pokazano na primeru klozapina (Venkateswarlu i Manjunath, 2004; Manjunath i Venkateswarlu,
2005).

1.4.5. Pregled registrovanih lekova koji sadrZe lipidne nanocestice

Iako se intenzivno proucavaju skoro trideset godina, tek 2018. godine se prvi lek sa lipidnim
nanocesticama nasao na trziStu. U pitanju je Onpattro® (Alnylam Pharmaceuticals Inc, SAD) koji
sadrzi malu interferirajucu ribonukleinsku kiselinu (siRNK) koja se koristi u terapiji nasledne
transtiretin amiloidoze (Gadekar i sar, 2021). On je kasnije posluzio kao osnova za razvoj
formulacije vakcina za COVID-19, sa informacionom ribonukleinskom kiselinom (iRNK). Zbog
toga Sto sluze za isporuku RNK, sastav i struktura ovih lipidnih nanocestica su specificni. Svi
sadrze cetiri lipida: (1) jonizujuéi katjonski lipid, (2) 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoholin (DSPC),
(3) holesterol i (4) konjugat polietilen glikola (PEG) i lipida koji treba da produzi vreme cirkulacije.
Najznacajniju ulogu imaju jonizujuéi katjonski lipidi koji omogucéuju inkapsulaciju nukleinske
kiseline (zahvaljuju¢i elektrostatickim interakcijama) i posreduju u remecenju membrane endozoma
da bi se omogucilo oslobadanje nukleinske kiseline u citosol $to predstavlja kljuéni momenat za
efikasnost. Dodatno, mogu imati pozitivan uticaj na endozomalno preuzimanje ili zahvaljujuéi
interakciji sa celijskom membranom koja je negativno naelektrisana ili vezivanjem za proteine
plazme (Albertsen i sar., 2022).

Razlog za mali broj lekova na trziStu moze se na¢i u scale up-u na industrijski nivo, toksikoloskim
aspektima, slozenosti sistema i otezanoj karakterizaciji, ali i postojanju nedovoljno dokaza za
njihovu uspeSnost kada predu u klinicke studije (Kumar i sar., 2022). Rastuée interesovanje
farmaceutskih kompanija za nanolekove donelo je velika ulaganja u razvoj novih generacija lekova,
stoga se ocekuje da ¢e dalje podstaci ulazak novih lekova koji sadrze nanocestice na trziste. Pored
toga, pojava i razvoj generika postoje¢ih odobrenih proizvoda takode moze doprineti rastu trzista.
Uprkos viSestrukim izazovima u komercijalizaciji nanocCesti¢nih lekova od istrazivanja do trzista,
objavljivanje smernice za proizvode zasnovane na nanotehnologiji od strane FDA, bolje
razumevanje sloZenosti nanocestica i njihove bioloSke interakcije, zajedno sa boljim alatima za
karakterizaciju, doprineée u prevazilazenju ovih izazova i na taj nacin pomoc¢i da se povecaju
terapije zasnovane na nanolekovima (Gadekar i sar., 2021).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Osnovni cilj istraZzivanja ove doktorske disertacije bio je razvoj nanoformulacija za primenu
novosintetisanih deuterisanih pirazolohinolinonskih liganada DK-I-56-1 i DK-1-60-3, voden
fizickohemijskim karakteristikama ovih supstanci, na prvom mestu niskom rastvorljivos¢u. U toku
(pre)formulacionog razvoja sprovedene su sveobuhvatna fizickohemijska, strukturna i in vivo
karakterizacija sa ciljem procene mogucnosti primene dobijenih nano-nosaca u farmakoloSkim
preklinickim istrazivanjima ispitivanih liganada. IstraZivanje je bilo podeljeno u Cetiri faze.

Cilj prve faze bio je fizickohemijsko profilisanje supstanci DK-1-56-1 i DK-1-60-3. S obzirom na
nedostatak literaturnih podataka o osobinama supstanci, sprovedeni eksperimenti bili su usmereni
ka dobijanju informacija od znacaja za odabir odgovaraju¢ih formulacionih pristupa za
prevazilazenje slabe rastvorljivosti i posledi¢no niske bioloSke raspolozivosti nakon primene.
Najpre je okarakterisan praSak supstance u pogledu kristalnih osobina i veli¢ine Ccestica
mikroskopijom i difrakcijom X-zraka na uzorku praska. Zatim je ispitivana saturaciona
rastvorljivost supstanci u vodi, odabranim puferima, kao i razli¢itim uljima, korastvaraCima i
organskim rastvaraCima. Odabir korastvaraca u kojima je ispitana saturaciona rastvorljivost
sprovedena je na osnovu mogucénosti njihovog ukljucivanja u parenteralne formulacije kako bi se
izbeglo koriS¢enje organskih rastvaraca u visokim koncentracijama. Dalje, termalnom analizom
ispitano je ponaSanje supstance pri zagrevanju, odredena temperatura topljenja i procenjena
mogucnost prevodenja supstanci u amorfni oblik. Detaljno su ispitane lipidne smeSe, najpre ¢vrstog
lipida (Softisan 154) i te¢nog lipida (triglicerida srednje duzine lanca), a zatim i ¢vrstog lipida
(Softisan 154) i lecitina soje i mogucénosti rastvaranja DK-I1-60-3 u njima. Ovi eksperimenti
ukljucivali su termalnu analizu i polarizacionu mikroskopiju. Na osnovu rezultata dobijenih iz ove
faze, cilj je bio izvrsSiti odabir dva tipa nanoformulacija 1 na¢ina njihove izrade uzimajuéi u obzir
fizickohemijske osobine pomenutih supstanci, ali i bezbednost formulacije za parenteralni i oralni
put primene i preporuc¢enu efikasnu dozu za in vivo studije na animalnim modelima.

U drugoj fazi eksperimentalnog rada cilj je bio formulacija i sveobuhvatna fizickohemijska
karakterizacija i procena stabilnosti nanokristalnih disperzija DK-1-60-3 i DK-1-56-1, namenjenih
za oralnu i parenteralnu primenu, respektivno. Disperzije nanokristala pripremane su metodom
kugli¢nog usitnjavanja u tecnom medijumu. Kroz odabir procesnih parametara (koli¢ina kuglica i
vreme usitnjavanja) i formulacionih parametara (vrste i koncentracije stabilizatora — polisorbat 80,
poloksamer 407, poloksamer 188, D-a-tokoferol polietilenglikol 1000 sukcinat, natrijum-
laurilsulfat, polivinilpirolidon K25) cilj je bio razviti disperzije nanokristala male i ujednacene
veli¢ine Cestica sa zadovoljavaju¢om kratkoronom stabilnoS$¢u. Formulacije su detaljno
okarakterisane u pogledu veli¢ine Cestica (metodama dinamickog rasipanja svetlosti 1 laserskom
difrakcijom), zeta potencijala, morfologije (mikroskopijom atomskih sila), osobina ¢vrstog stanja
(diferencijalnom skeniraju¢om kalorimetrijom i difrakcijom X-zraka na uzorku praska) kao i
rastvorljivosti 1 brzine rastvaranja (metoda sa dijaliznim vre¢icama). Dodatno, kroz inkubiranje u
odabranim puferima sa ili bez proteina, procenjeno je njihovo moguce ponasanje in vivo nakon
primene.

Kao poseban deo ove faze, ispitivana je liofilizacija za prevodenje te¢nih disperzija u ¢vrst oblik.
Kroz pracenje stabilnosti dobijenih liofilizata, cilj je bio izbor odgovaraju¢ih parametara procesa,
kao i koncentracije krio-/lioprotektanata u kombinaciji sa sredstvom za dopunjavanje za dobijanje
preparata zadovoljavaju¢ih osobina. Najpre je ispitana efikasnost razlic¢itih koncentracija krio-
/lioprotektanata samostalno i u kombinaciji sa puniocem u sprecavanju agregacije nanokristala
tokom liofilizacije, a zatim 1 odredena vrednost temperature staklastog prelaza maksimalno krio-
koncentrovanog rastvora (Tg’) diferencijalnom skeniraju¢om kalorimetrijom. Sprovedena su dva
procesa liofilizacije — liofilizacija 1 sa primarnim susenjem na temperaturi iznad Tg’ i liofilizacija 2
sa primarnim suSenjem na temperaturi ispod Tg’ sa odabranim koncentracijama krio-
/lioprotektanata i punioca. Stabilnost liofilizata procenjena je na osnovu redisperzibilnosti nakon
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cuvanja, kao i na osnovu analize ¢vrstog stanja dodatih ekscipijenasa. Dodatno, ispitana je
morfologija liofilizata skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom i polarizacionom mikroskopijom,
i procenjen stepen interakcija izmedu stabilizatora nanokristala i dodatih krio-/lioprotektanata.

Cilj trece faze doktorske disertacije bio je razvoj lipidnih nanocestica DK-1-60-3 za oralnu
primenu. Na osnovu rezultata prve faze, odabran je lipidni matriks koji se sastoji od Softisan 154 i
lecitina u visokoj koncentraciji. Lipidne nanocestice su dobijene toplom homogenizacijom pod
visokim pritiskom, a kao stabilizator koriS¢en je polisorbat 80. Ispitan je uticaj broja ciklusa
homogenizacije kao i udela lipidne faze na veliCinu Cestica i1 raspodelu veliCine Cestica. Odabrane
formulacije sa i bez DK-1-60-3 okarakterisane su u pogledu veli¢ine Cestica i raspodele veli¢ine
Cestica, zeta potencijala, pH vrednosti, elektricne provodljivosti i efikasnosti inkapsulacije nakon
izrade 1 jednog meseca Cuvanja u frizideru, kao i morfologije (mikroskopijom atomskih sila) i
stabilnosti ka agregaciji u odabranim puferima. U cilju definisanja strukture ovih Cestica, odnosno
lokalizacije stabilizatora i DK-1-60-3 sprovedena je termalna analiza i spektroskopija nuklearne
magnetne rezonance.

Cetvrta faza eksperimentalnog rada uklju¢ivala je farmakokineticke i farmakodinamske studije
razvijenih formulacija u svrhu procene njihove pogodnosti za ove vrste ispitivanja u preklinickim
istrazivanjima. Neurofarmakokinetickom studijom i studijom biodistribucije ispitano je povecanje
bioloSke raspolozivosti nanokristalne disperzije DK-1-60-3 u odnosu na grubu suspenziju nakon
oralne primene. Ovim eksperimentom zapravo je cilj bio proceniti uticaj nanonizacije na apsorpciju
DK-1-60-3. Eksperimenti su sprovedeni u stanju sitosti i stanju gladi tako da je istovremeno ispitan
uticaj prisustva hrane na apsorpciju. Nanokristalna formulacija je u drugoj neurofarmakokinetic¢koj
studiji uporedena sa disperzijom lipidnih nanocestica uzimaju¢i u obzir razli¢it sastav i strukturu,
kao i fizicko stanje DK-1-60-3 $to mozZe dovesti do razli¢itih mehanizama apsorpcije. Dodatno,
procenjena je apsolutna bioraspolozivost u posebnoj studiji u odnosu na rastvor. Nanokristalna
disperzija DK-I-56-1, namenjena za intraperitonealnu primenu u ¢etvrtoj neurofarmakokineti¢koj
studiji poredena je sa grubom disperzijom i rastvorom pre svega sa ciljem ispitivanja raspolozivosti
supstance u mozgu nakon razlicitih tretmana, isticuc¢i karakteristike nanokristala koji su bitni za
optimalnu isporuku u mozak. Bihejvioralnim testom spontane lokomotorne aktivnosti testirana je
pogodnost nanokristalne disperzije DK-1-56-1 za ovu vrstu farmakodinamskog ispitivanja. Ovim
testom proverena je uspesnost disperzije nanokristala u isporuci efikasne koncentracije DK-1-56-1 u
mozak i pra¢ena aktivnost supstance uz proveru eventualnog uticaja ekscipijenasa na rezultate.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Materijal

Supstance DK-1-56-1 i DK-1-60-3 su sintetisane u Department of Chemistry and Biochemistry,
University of Wisconsin—Milwaukee, SAD. Cvrst lipid Softisan® 154 je dobijen od 10l Oleo
GmbH (Witten, Nemacka). Ostali ekscipijensi koriS¢eni pri formulaciji i ispitivanjima bili su
farmakopejskog kvaliteta: trigliceridi srednje duzine lanca, (Fagron GmbH & KG, Nemacka),
sojino ulje (Lipoid Purified Soybean Oil 700) i lecitin soje (Lipoid S75) (Lipoid GmbH, Nemacka),
ricinusovo ulje, riblje ulje, benzilalkohol, polisorbat 80, poloksamer 188, D-a-tokoferol
polietilenglikol 1000 sukcinat (TPGS), dimetilsulfoksid, polietilenglikol 400, natrijum-laurilsulfat,
butilhidroksitoluen, saharoza, manitol (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Nemacka),
poloksamer 407, Cremophor EL, polivinilpirolidon K25 (BASF Ludwigshafen, Nemacka), glicerol,
>98%, trehaloza dihidrat (Carl Roth GmbH, Nemacka). Sveza visokopre¢is¢ena voda dobijena je iz
sistema TKA GenPure (TKA Wasseranfbereitungssysteme GmbH, Nemacka). Rastvaraci koris¢eni
za pripremu uzoraka bili su HPLC ¢istoce.

3.2. Metode

3.2.1. Saturaciona rastvorljivost DK-1-56-1 i DK-1-60-3 u odabranim rastvaracima

Rastvorljivost supstanci DK-1-56-1 i DK-1-60-3 u vodi, razli¢itim organskim rastvara¢ima i uljima
odredena je shake-flask metodom. Zbog male koli¢ine dostupnih supstanci, metoda je modifikovana
kako bi se smanjio utroSak supstanci, pa je meSanje radeno u tubama na vorteksu. U 1 ml rastvaraca
(voda, trigliceridi srednje duzine lanaca, sojino ulje, ricinusovo ulje, benzil alkohol, etanol, metanol,
izopropanol, dimetilsulfoksid) dodata je supstanca DK-I-56-1 ili DK-I-60-3 u visku, a zatim vrseno
meSanje na vorteksu 24 h na 25 °C. Uzorci su centrifugirani brzinom 10000 x g tokom 10 min na
MiniSpin® plus centrifugi (Eppendorf, Nemacka), a koncentracija rastvorenih supstanci u
izdvojenom supernatantu je odredivana masenom spektroskopijom.

3.2.2. Izrada disperzija nanokristala

Disperzije nanokristala izradene su modifikovanom metodom usitnjavanja u teCcnom medijumu.
Koncentracija DK-1-60-3, odnosno DK-1-56-1, u disperzijama bila je 0,2% (w/w). Nakon
dispergovanja supstance u vodenom rastvoru stabilizatora, pocetno usitanjavanje i homogenizacija
sprovedena je pomocu rotor-stator homogenizatora (IKA Ultra-Turrax® T25 digital, IKAR-Werke
GmbH & Company KG, Nemacka) tokom 5 min, brzinom 10000 rpm. Dobijena gruba disperzija
preneta je u Eppendorf® tube od 2 ml u kojima je prethodno odmeren medijum za usitnjavanje
(itrijumom stabilizovane kuglice cirkonijum-oksida veli¢ine 0,1-0,2 mm, SiLibeads® Typ ZY-S,
Sigmund Lindner, Nemacka). Finalno usitnjavanje vrSeno je pomocu uredaja za disrupciju ¢elija
(Disruptor Genie, Scientific Industries, SAD) koris¢enjem maksimalnih brzina pokretanja. Dobijena
disperzija nanokristala odvojena je od kuglica i sakupljena u staklene bocice u kojima je ¢uvana na
25 °C.

Za stabilizaciju disperzija nanokristala DK-1-60-3 namenjenih za oralnu primenu koriSéeni su
natrijum-laurilsulfat (SLS) i polivinilpirolidon K25 (PVP) u razli¢itim koncentracijama i u
razli¢itim medusobnim odnosima (Tabela 3.1.1). Prilikom izrade ispitivan je uticaj vremena
usitnjavanja (30 min i 1 h) i zapremine medijuma za usitnjavanje (20, 40 i 60%, v/v, u odnosu na
tubu u kojoj je vrSeno usitnjavanje).
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Tabela 3.1.1. Udeo stabilizatora u nanokristalnim disperzijama DK-1-60-3

Oznaka formulacije SLS (% m/m) PVP (% m/m) Odnos SLS:PVP

F1 0,02 0,20 1:10
F2 0,02 0,08 1:4
F3 0,02 0,04 1:2
F4 0,02 0,02 1:1
F5 0,05 0,50 1:10
F6 0,05 0,20 1:4
F7 0,05 0,10 1:2
F8 0,05 0,05 1:1

Disperzije nanokristala DK-1-56-1 su razvijene za parenteralnu primenu te su kori$¢eni nejonski
stabilizatori. U formulacijama NS1, NS2 i NS3, polisorbat 80 je koris¢en u koncentraciji 25%, 50%
i 100%, respektivno u odnosu na koncentraciju DK-I-56-1, dok su u NS4, NS5 i NS6 pored
polisorbata 80 koriS¢eni poloksamer 407, poloksamer 188 i TPGS, respektivno u ukupnoj
koncentraciji 50% u odnosu na DK-1-56-1 (polisorbat 80 : drugi stabilizator 1:1). U razvoju
formulacija DK-1-56-1 varirano je vreme usitnjavanja (1 h i 2 h) i zapremina kuglica za usitnjavanje
(401 60%, v/v, u odnosu na tubu u kojoj je vrseno usitnjavanje).

3.2.3. Liofilizacija

Formulacija NS4 je odabrana za liofilizaciju. Pre liofilizacije dodati su krio-/lioprotektant i sredstvo
za dopunjavanje u 2 ml nanokristalne disperzije. Za liofilizaciju-1 dodati su slede¢i ekscipijensi:
manitol 5% (M 5%), manitol 10% (M 10%), saharoza 10% (S 10%), saharoza i manitol u odnosu
2:1 u ukupnoj koncentraciji 10% (S+M 2+1 10%), saharoza i manitol u odnosu 3:2 u ukupnoj
koncentraciji 10% (S+M 3+2 10%), saharoza i manitol u odnosu 1:1 u ukupnoj koncentraciji 10%
(S+M 1+1 10%) i saharoza i manitol u odnosu 2:1 u ukupnoj koncentraciji 6% (S+M 2+1 6%). U
liofilizaciji-2 slede¢e supstance su dodate u ukupnoj koncentraciji 10%: saharoza (S), saharoza i
manitol u odnosu 1:1 (S+M 1+1), saharoza i manitol u odnosu 3+2 (S+M 3+2), trehaloza (T),
trehaloza i manitol u odnosu 1:1 (T+M 1+1) i trehaloza i manitol u odnosu 3+2 (T+M 3+2).

Liofilizacija je sprovedena pod razli¢itim uslovima. U liofilizaciji-1, uzorci su najpre zamrznuti na -
80 °C tokom 3 h, a zatim suSeni smrzavanjem tokom 24 h u liofilizatoru Beta 1-8K (Martin Christ,
Osterode am Harz, Nemacka). Primarno susSenje je sprovedeno na -10 °C, 0,340 mbar, a sekundarno
susenje na 25 °C. Nakon liofilizacije boc¢ice su krimpovane 1 ¢uvane na 25 °C. Odmah nakon
liofilizacije i nakon jednog meseca ¢uvanja na 25 °C je izvrSena karakterizacija dobijenih uzoraka.
U liofilizaciji-2 uzorci su zamrznuti na -50 °C tokom 3 h, primarno susenje je sprovedeno na -45 °C
pri pritisku 0,2 mbar tokom 21 h, a zatim i sekundarno susenje na 20 °C tokom 30 h u liofilizatoru
Telstar LyoBeta Mini (Spanija). Vijale su zatvorene pod vakuumom, krimpovane i ¢uvane u
frizideru (2-8 °C) 3 meseca. Karakterizacija je uradena odmah nakon liofilizacije i nakon jednog i
tri meseca ¢uvanja.

3.2.4. Izrada disperzija lipidnih nanocCestica

Disperzije lipidnih nanocestica pripremljene su toplom metodom homogenizacije pod visokim
pritiskom. SmesSa C¢vrstog lipida (Softisan® 154, S154) i lecitina u odnosu 7:3 sa dodatkom
butilhidroksitoluena (koncentracija u finalnoj disperziji 0,05%) zagrevana je na 60 °C i meSana na
magnetnoj mesalici preko no¢i dok se nije dobio bistar rastop. Za formulacije koje sadrze DK-1-60-
3, supstanca je dodata u odgovaraju¢oj koncentraciji 1 meSanje je nastavljeno do njene
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solubilizacije. Koncentracija masne faze u disperzijama bila je 10% (LNP10-PL) ili 15% (LNP15-
PL), a koncentracija DK-1-60-3 bila je 0,1% (LNP10-DK) ili 0,15% (LNP15-DK). Broj u nazivu
formulacije odnosi se na koncentraciju lipidne faze, PL je oznaka za placebo formulacije, a DK za
formulacije sa DK-1-60-3. Kao vodena faza koriS¢en je vodeni rastvor polisorbata 80 u
koncentraciji 2,0% (u formulacijama LNP10) ili 3,0% (u formulacijama LNP15), zagrejana na 65
°C. Nakon zagrevanja, vodena faza dodata je masnoj fazi i disperzija je homogenizovana na rotor-
stator homogenizeru (IKA Ultra-Turrax® T25 digital, IKAR-Werke GmbH & Company KG,
Nemacka) tokom 5 min na 13000 rpm. Dobijena preemulzija je zatim propusStena kroz
homogenizator pod visokim pritiskom (EmulsiFlex-C3, Avestin Inc, Kanada) u 20 ciklusa,
diskontinuiranim procesom, na 800 bar. Emulzija je zatim preneta u krimpovane staklene bocice,
ohladena na sobnu temperaturu i potom ¢uvana u frizideru (2-8 °C) tokom jednog meseca.

3.2.5. Analiza veli¢ine Cestica

Metoda dinamic¢kog rasipanja svetlosti

Odredivanje hidrodinamickog precnika Cestica (z-ave) vrSeno je tehnikom dinamickog rasipanja
svetlosti (engl. dynamic light scattering, DLS) na uredaju Zetasizer ZS90 (Malvern Instruments
Ltd., Worcestershire, UK). Ovom metodom se detektuje intenzitet rasute svetlosti lasera koju
izazivaju koloidne cestice. Usled njihovog konstantnog kretanja, dovode do pojave smetnji, te
intenzitet rasute svetlosti fluktuira tokom vremena. U DLS metodi, ove promene intenziteta se
pomoc¢u matematickih jednaCina softverski prevode u hidrodinamicki precnik cestica. Rezultati
zavise od malog broja faktora (viskozitet rastvaraca, temperature, indeksa refrakcije materijala i
slicno, pa se DLS Siroko koristi za analizu veliCine Cestica. Ovom metodom mogu se meriti Cestice
veli¢ine 0,3 nm — 5,0 um. Kada su cCestice male veliine, rasuta svetlost nosi istu energiju kao
upadna svetlost i ne zavisi od ugla upadne svetlosti (elasti¢no rasipanje). (Bhattacharjee, 2016).
Pored podataka o hidrodinami¢kom prec¢niku Cestice (z-ave), DLS metoda daje podatke i o
raspodeli veli¢ine Cestica izraZzenoj kao indeks polidisperznosti (PDI).

Merenja su vrsena na 25 °C. Pre merenja uzorci disperzija bili su razblazeni visokoprec¢is¢anom
vodom 1:100 v/v (disperzije nanokristala) ili 1:500 v/v (disperzije lipidnih nanocestica). Uzorci
liofilizata su pre merenja redispergovani u visokoprecis¢enoj vodi tako da se dobije koncentracija
DK-1-56-1 kao u polaznoj disperziji. Nakon toga disperzija je razblaZzena visokoprec¢is¢enom vodom
u odnosu 1:100 v/v. Za uzorke liofilizata, veliina Cestica odredena je pre i nakon liofilizacije
odnosno pre i nakon smrzavanja i odmrzavanja i na osnhovu rezultata izracunat je indeks
redisperzibilnosti (RDI, jednacina 4):

RDI(%) = ———preliofilizaciie 1) (jednagina 4)

Z—QVeposle liofilizacije

Laserska difrakcija

Zbog ogranicenog dometa DLS metode, kao dodatna metoda za analizu Cestica koriS¢ena je laserska
difrakcija, kao komplementarna tehnika. Laserska difrakcija zasniva se na Mie teoriji o rasprSivanju
vecih Cestica (Shekunov 1 sar, 2007). Ove cestice dovode do rasipanja svetlosti pod razliCitim
uglovima u odnosu na njihovu veli¢inu: vece Cestice intenzivnije rasipaju svetlost pod manjim
uglovima, a manje Cestice rasipaju svetlost pod veé¢im uglovima. Rasipanje svetlosti je dakle
izrazeno kao funkcija ugla rasute svetlosti, koji je dalje koriS¢en za odredivanje veli¢ine Cestica
(Bhattacharjee, 2016). Merenja su radena na uredaju Malvern Mastersizer 2000 (Malvern,
Instruments Ltd., UK), nakon dispergovanja formulacije (disperzije nanokristala) u ultra¢istoj vodi,
na 25 °C. Za softverske proracune, koris¢ena je vrednost indeksa refrakcije 1,4. Rezultati su
predstavljeni kao vrednosti D(v, 0,1), D(v, 0,5) i D(v, 0,9) koji oznacavaju 10%, 50% ili 90%
zapremine uzorka ispod navedene velicine, respektivno.
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3.2.6. Zeta potencijal

Povrsinsko naelektrisanje Cestica, izrazeno kao zeta potencijal (ZP) odredeno je na uredaju
Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd., Ujedinjeno Kraljevstvo). Metoda se zasniva na
elektroforetskoj mobilnosti ¢estica S§to dovodi do promene frekvence rasute svetlosti lasera. Ovaj
pomeraj frekvence je proporcionalan brzini Cestica, i odredenim matematickim operacijama se
prevodi u zeta potencijal (Bhattacharjee, 2016). Merenja su sprovedena na 25 °C, nakon razblazenja
1:100 v/v (disperzije nanokristala) ili 1:500 v/v (disperzije lipidnih nanocestica) u
visokoprec€i§¢enoj vodi ¢ija je elektri¢na provodljivost podesena na 50 puS/cm natrijum-hloridom.

3.2.7. Merenje pH vrednosti i elektri¢ne provodljivosti

pH vrednost i1 elektricna provodljivost disperzija lipidnih nanocestica bili su odredeni pomocu
uredaja pH metar (HI 2223; Hanna Instruments Inc., Ann Arbor, Michigan, SAD) i sensION™ +
EC71 konduktometar (ShangHai Shilu Instruments Co., Ltd., Shanghai, Kina), respektivno.
Odredivanje je sprovedeno nakon uranjanja elektrode direktno u disperziju, na 25 °C.

3.2.8. Efikasnost inkapsulacije

Koncentracija DK-1-60-3 u vodenoj fazi disperzije lipidnih nanocestica, odredena je LC-MS/MS
metodom nakon separacije faza centrifugiranjem. Uzorci LNP10-DK i LNP15-DK su centrifugirani
u Amicon Ultra-4 centrifugal filter units, 10 kDa (Merck Millipore Ltd, Irska) na 9000 x g tokom
90 min na 5 °C. Efikasnost inkapsulacije (EE) je izracunata pomocu jednaéine 5:

EE(%) — Wukupni DK~ Wsiobodni DK % 100 (jednaéina 5)
WukupniDK

gde je Wakupni bk Ukupna masa DK-1-60-3 u disperziji, @ Wsiohoani bk masa DK-1-60-3 rastvorena u

vodenoj fazi.

3.2.9. Termalne analize diferencijalnom skeniraju¢om kalorimetrijom

Termalna analiza radena je metodom diferencijalne skenirajuce kalorimetrije (engl. differential
scanning calorimetry, DSC). U uredaju se meri protok toplote u uzorku (odmerenom u
aluminijumskoj posudici) kada se zagreva, hladi ili zadrzava na konstantnoj temperaturi. Pored
ispitivanog uzorka, istovremeno se koristi i referentni uzorak, a termo-parovi u uredaju se koriste za
detekciju razlika u transferu toplote izmedu ova dva uzorka (tip uredaja sa fluksom toplote). Kao
referentni uzorak se obi¢no koristi prazna aluminijumska posudica. Na ovaj na¢in mozZe se odrediti
temperatura topljenja i entalpija fuzije, polimorfizam, staklasti prelaz amorfnih materijala i sli¢no.
Metoda ima veliki znacaj u analizi ¢vrstog stanja supstanci (Wagner, 2017).

Sva merenja radena su na uredaju DSC 1 (Mettler-Toledo AG, Analytical, Svajcarska) u struji azota
(50 ml/min). Dobijeni termogrami su analizirani pomocu softvera STAR® SW 12.10. Odredeni su
termoanaliticki parametri: temperatura zapo€injanja termalnog dogadaja (Tonset), temperatura pika
(Tpeak), temperatura staklastog prelaza (Tg) i entalpija topljenja.

Metoda gaSenja rastopa (engl. melt-quenching)

Metoda se zasniva na zagrevanju supstance do potpunog topljenja, brzog hladenja i ponovnog
zagrevanja. Oko 2 mg supstance (DK-1-56-1 ili DK-1-60-3) zagrevano je najpre do 330 °C brzinom
zagrevanja 20 °C/min, potom hladeno do 25 °C brzinom hladenja 40 °C/min, i ponovo zagrejano do
330 °C brzinom 10 °C/min.
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Termalna analiza lipidnih smeSa

Ispitivanja su vrsena na bulk S154 i o¢vrslom S154 nakon topljenja (rekristalisani S154) i razli¢itim
lipidnim smeSama (LM): (1) S154 i triglicerida srednje duzine lanca (MCT) u odnosu 8:2, 6:4, 5:5,
4:6, 3:7 1 2:8; (2) S154 i MCT u odnosu 4:6, 3:7 i 2:8 sa dodatkom 1,0% DK-I-60-3; (3) S154 i
lecitina (L) u odnosu 7:3 (S154+L) i (4) S154 i lecitina u odnosu 7:3 uz dodatak 1,0% DK-1-60-3
(S154+L+1,0% DK) ili 1,5% DK-I-60-3 (S154+L+1,5% DK). Oko 10 mg smeSe odmereno je u
aluminijumskoj posudici i zagrejano do 80 °C brzinom zagrevanja 10 K/min. Uzorak
S154+L+1,5% DK je bio zagrevan i do 350 °C istom brzinom zagrevanja. Indeks kristali¢nosti
(ClLm) je izraGunat pomocu jednacine 6:

0 — entalpijarp(J/9) . ",
Cl (%) omtalp et secs U/3) x 100 (jednacina 6)

Termalna analiza nanokristala

Uzorci su pripremljeni centrifugiranjem nanokristalnih disperzija i suspenzija na MiniSpin® plus
centrifugi (Eppendorf, Nemacka) na 1000 x g tokom 10 min, odvojen je supernatant, a talog susen
na 25 °C tokom 24 h u vakuum susnici VT 6025 (Thermo Heraeus, Fisher Scientific, UK). Oko 2
mg uzorka je zagrevano do 350 °C, brzinom zagrevanja 10 K/min.

Termalna analiza liofilizata

Tecni uzorci za liofilizaciju analizirani su u cilju odredivanja temperature staklastog prelaza
maksimalno krio-koncentrovanog rastvora (Tg”). Oni su prvo hladeni do -80 °C brzinom 0,5 K/min
a zatim zagrevani do 50 °C brzinom 10 K/min. Prilikom ispitivanja liofilizata, 2-4 mg uzorka je
odmereno i praskovi su prvo hladeni do -30 °C (brzinom 10 K/min), a zatim je temperatura
zadrzana na ovoj vrednosti 1 min kako bi se osiguralo potpuno hladenje celokupnog uzorka. Potom,
uzorci su zagrevani do 230 °C, istom brzinom od 10 K/min. Termoanaliti¢ki dogadaji 1 parametri
analizirani su sa trece krive zagrevanja.

Termalna analiza disperzija lipidnih nanocestica

Disperzije lipidnih nanocestica analizirane su u teCnom stanju, bez suSenja kako bi se izbegla
eventualna kristalizacija lipida. Zbog visokog sadrzaja vode u disperzijama lipidnih nanocestica,
zagrevanje je vrSeno brzinom 2 K/min, do 80 °C. Nakon odredivanja termoanalitickih parametara,
indeks kristali¢nosti (Cl_np) izracunat je pomocu jednacine 7:

0/ — entalpijarnp(J/9) . X
Cliwp (%) entalpijapyk s154 (J/9)%0,1ili 0,15 x 100 (jednacina 7)

3.2.10. Difrakcija X-zraka na uzorku supstance u obliku praska

Difrakcija X-zraka na uzorku supstance u obliku praska (engl. X-ray powder diffraction, XRPD)
sprovedena je u cilju odredivanja kristalicnosti/amorfnosti razlicitih uzoraka. U osnovi metode je
rasipanje X-zraka kada oni dospeju na povrsinu kristala. X-zraci se nalaze izmedu UV i y-zraka, a
njihova talasna duzina se izrazava u angstremima. Do rasipanja ovih zraka dolazi jer je talasna
duzina zraka istog reda veli¢ine kao rastojanja izmedu atoma unutar kristalne reSetke nekog
molekula. Dobijeni difraktogrami se sastoje od niza pikova koji su dobijeni pod razli¢itim uglovima
difrakcije. Kada supstanca nema uredenost na makro nivou, u slucaju amorfnih supstanci, X-zraci
se nekonzistentno rasipaju Sto se na difraktogramu ogleda u pojavi tzv. oreola (Bates, 2006; Gibson,
2016).

U preformulacionim studijama, merenja su radena na uzorcima ¢istih supstanci (DK-1-56-1 i DK-I-
60-3), lipidnih smeSa S154 i MCT sa i bez DK-1-60-3. Za analizu ¢vrstog stanja nanokristala, uzorci
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nanokristalnih disperzija su obradeni na isti na¢in kao pri pripremi za termalnu analizu. Fizicko
stanje krioprotektanata i lioprotektanata ispitivano je na liofilizatima nakon liofilizacije i tri meseca
Cuvanja. Merenja su sprovedena na uredaju Rigaku Smartlab X-ray Diffractometer u 6-0 geometriji
(uzorak u horizontalnom poloZaju) u parafokusiranoj Bragg-Brentano geometriji pomoc¢u D/teX
Ultra 250 strip detektora u 1D standardnom rezimu sa CuKal,2 izvorom radijacije (U=40kV il =
30 mA). Difraktogrami su prikupljeni u 3-40° 26 rasponu, sa korakom od 0,01°, i brzinom
prikupljanja podataka 3°/min. Za minimiziranje pozadine kori$¢en je drza¢ uzorka monokristalnog
silikona niske pozadine.

3.2.11. Mikroskopske metode

Polarizaciona svetlosna mikroskopija (PLM)

PraSak bulk supstanci DK-I1-56-1 i DK-1-60-3 je posmatran pod polarizacionim mikroskopom
Olympus BX53-P (Olympus, Japan) pod uve¢anjem 100 x, a zatim je veli¢ina Cestica odredivana
pomocu softvera cellSens. Lipidne smeSe S154 i lecitina sa i bez DK-1-60-3, kao i liofilizati su
posmatrani pod Carl Zeiss ApoTome Imager Z1 mikroskopom (Zeiss, Nemacka) sa ukrStenim
polarizatorima i %4 A-plo¢icom, opremljen digitalnom kamerom i odgovaraju¢im softverom. Uzorci
su posmatrani pod uve¢anjem 400 x.

Mikroskopija atomskih sila (AFM)

Morfologija razvijenih nanokristala i lipidnih nanocestica je analizirana primenom mikroskopije
atomskih sila, na NTEGRA Prima Atomic Force Microscope (NT-MDT, Rusija). Pomoc¢u ovakvog
mikroskopa mere se privla¢ne i odbojne sile izmedu vrha igle i uzorka. Tokom merenja, igla
(sonda) se prevlaci preko uzorka i uredaj detektuje njeno vertikalno pomeranje usled interakcija sa
uzorkom, koje ukazuju na visinu uzorka (Gibson, 2016). Velika prednost ove metode je visoka
rezolucija (¢ak do 0,01 nm) i dobijanje trodimenzionalnih dimenzija uzorka, $to nije moguce postic¢i
elektronskim mikroskopima. Disperzije su razblazene visokoprecis¢enom vodom u razblazenju
koris¢enom za odredivanje veli¢ine ¢estica metodom DLS, a zatim je 10 pl razblazenja preneto na
mika plocicu 1 suSeno pod vakuumom na 25 °C. Merenja su sprovedena u naizmeni¢nom
kontaktnom rezimu koris¢enjem NT-MDT NSGO1 silikonske sonde (N-tipa, obogacene antimonom
i obloZene zlatom). Nominalna konstanta sile sonde bila je 5,1 N/m, a frekvenca oko 150 kHz.
Dobijene mikrografije su dalje obradene softverom Image Analysis 2.2.0 (NT-MDT) i Gwyddion
2.60.

Skenirajuéa elektronska mikroskopija (SEM)

Morfologija liofilizata ispitana je skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM). Ova metoda
se zasniva na formiranju snopa elektrona koji skenira uzorak. Slika koja se dobija poti¢e od
elektrona koji su se formirali na povrsini uzorka ili od onih iz dubljih delova uzorka, a nastalih tako
Sto je dosSlo do izbijanja iz orbitale pod uticajem ubrzanih elektrona usmerenih iz izvora. Moguce je
posti¢i znacajno veliko uveli¢anje 1 rezoluciju, a dobijeni rezultati pruzaju informaciju o izgledu
povrsine, morfologiji, sastavu i mikrostrukturi, pa se izuzetno Cesto koristi za snimanje malih
Cestica (Gibson, 2016). Za analizu, mala koli¢ina uzorka je postavljena na provodnu duplo-
adhezivnu traku i analizirana pod mikroskopom Zeiss Ultra Plus 55 ili Zeiss DSM 940 A (Carl
Zeiss GmbH, Oberkochen, Nemacka). Fotomikrografije su napravljene pod razli¢itim uveli¢anjem
(5000 ili 20000 x). Ta¢no uvecanje i veli¢ina oznake na mikrografiji su dati u opisu slike.
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3.2.12. Ispitivanje brzine rastvaranja nanokristala

Brzina rastvaranja nanokristala ispitana je metodom sa dijaliznim vre¢icama (cellulose membrane
MW cut-off 12000, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD). Za eksperiment sa nanokristalnim
disperzijama primenjena je direktna metoda: dijalizne vrecice su napunjene sa 2 ml nanokristalne
disperzije ili odgovarajuce suspenzije i uronjene u 200 ml medijuma (voda:izopropanol 9:1, v/v); u
odredenim vremenskim intervalima (5 min, 20 min, 1 h, 2 h, 4 h, i 8 h), 1 ml medijuma sa
rastvornom supstancom je uzorkovano i zamenjeno sa 1 ml svezeg medijuma. Prilikom
ekspermimenta sa nanokristalnim disperzijama DK-I-56-1 radena je reverzna metoda: dijalizne
vrecice sa 5 ml medijuma (voda:izopropanol 9:1, v/v) uronjene su u 200 ml istog medijuma, u koji
je zatim dodato 2 ml nanokristalne disperzije ili odgovarajuce suspenzije ili 4 mg praska DK-1-56-1,;
u odredenim vremenskim tackama (5 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h i 3 h) uzorkovan je sadrzaj
vrecice. Oba eksperimenta su radena na 37 + 2 °C pri konstantnim meSanjem u Sejker inkubatoru
(ES-20 orbital shakerincubator, Biosan SIA, Letonija). Koncentracija supstance je odredena LC-
MS/MS metodom.

3.2.13. Odredivanje rastvorljivosti nanokristala

Rastvorljivost supstanci kada su u formi nanokristala ispitana je na dva nacina. Za nanokristale DK-
I-60-3 rastvorljivost je odredena na 37 °C. 300 pl nanokristalne disperzije dodato je u 1,5 ml
visokoprecis¢ene vode (pH ~5,5), 0,1 M hlorovodoni¢ne kiseline (pH 1,2) ili fosfatnog pufera (pH
6,8) 1 meSano 24 h na 250 rpm. Nakon toga uzorci su centrifugirani (14000 x g, MiniSpin® plus
centrifuge, Eppendorf, Hamburg, Nemacka), supernatanti odvojeni i filtrirani kroz filtere sa
veli¢inom pora 0,22 um, i razblazeni u izopropanolu. Koncentracija je odredena LC-MS/MS
metodom.

Rastvorljivost nanokristala DK-I-56-1 odredena je nakon separacije nanokristala od vehikuluma
centrifugiranjem 1000 x g tokom 10 min, filtriranja supernatanta (0,22 pm) i razblazivanja
izopropanolom. Pored nanokristalnih disperzija, na isti naCin tretirana je suspenzija sastava istog
kao formulacija NS2. Dodatno, u cilju odredivanja uticaja stabilizatora na rastvorljivost supstance
DK-1-56-1, visak supstance je dodat u rastvor polisorbata 80 (0,05%, 0,1% ili 0,2%), poloksamera
407 (0,05%), poloksamera 188 (0,05%) ili TPGS (0,05%), smeSa je meSana 24 h, a zatim
centrifugirana i odvojen je supernatant. Koncentracija DK-1-56-1 odredena je LC-MS/MS
metodom.

3.2.14. Ispitivanje stabilnosti razvijenih formulacija

Stabilnost tokom ¢uvanja

Sve formulacije su ¢uvane u krimpovanim staklenim bo¢icama. Nanokristalne disperzije su ¢uvane
tokom tri meseca (DK-1-60-3), tri nedelje (DK-1-56-1) na sobnoj temperaturi, a disperzije lipidnih
nanocestica mesec dana 1 liofilizati tri meseca u frizideru (2-8 °C). Tokom cuvanja ispitivani su
odgovaraju¢i fizickohemijski parametri, kako bi se procenila njihova stabilnost.

Stabilnost u puferima i interakcija sa proteinima

U cilju ispitivanja stabilnosti formulacija u razli¢itim uslovima, imitirajuc¢i delimi¢no uslove nakon
primene, vrSeno je inkubiranje disperzija u odgovaraju¢im medijumima 1 odredivanje veliine
Cestica u odredenim vremenskim intervalima. Inkubiranje je sprovedeno uz konstantno meSanje u
Sejker inkubatoru na 37 °C, a merenje veliine Cestica je vrSeno na Zetsizer ZS90 (Malvern
Instruments Ltd., Worcestershire, UK) na 37 °C, uz odgovaraju¢e modifikacije metode. Zbog
razli¢itog puta primene, formulacije su inkubirane u razli¢itim medijumima, u odnosima istim kao
pri analizi veli¢ine Cestica. Nanokristalne disperzije DK-1-60-3 i disperzije lipidnih nanocestica
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inkubirane su u 0,1 M hlorovodoni¢noj kiselini (pH 1,2), acetatnom puferu (pH 4,0) i fosfathom
puferu (pH 6,8), a uzorkovanje je vrseno inicijalno i nakon 10, 20, 60, 120, 240, 360 i 480 min.
Nanokristalne disperzije DK-1-56-1 inkubirane su u fosfatnom puferu sa natrijum-hloridom (pH
7,4) sa 1 bez govedeg serum albumina (BSA) tokom jednog sata, a merenje veliCine Cestica je
radeno u intervalima od 10 min.

3.2.15. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom

Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FT-IR) predstavlja vibracionu tehniku
pomocu koje se dobijaju informacije o kvantovanim energetskim nivoima u molekulu. Nakon
izlaganja uzorka monohromatskom svetlu dolazi do apsorpcije upadnog zracenja i perturbacije
sistema. Dobija se apsorpcioni spektar koji predstavlja kombinovanje upadnog svetla sa specifi¢nim
transformacijama unutar molekula. Apsopciona traka u spektru se uocava pri vibracijama koje su
pokrenute infracrvenim zracenjem. Primenom Furijeovih transformacija prevaziden je potencijalni
problem koji se moze javiti prilikom pripreme uzorka komprimovanjem. Kod ovakve metode
nekoliko miligrama uzorka se disperguje u kalijum-bromidu, a zatim se spektar snima refleksijom
svetlosti sa povrsine uzorka. FT-IR metoda se koristi za ispitivanje polimorfizma ali i interakcija
izmedu razli¢itih atoma i analizu vodoni¢nih veza. Veoma Cesto se koristi tehnika prigusene totalne
refleksije (engl. atenuated total reflectance, ATR) koja se zasniva na merenju promena do Kkojih
dolazi u molekulu usled usmeravanja potpuno reflektovane infracrvene svetlosti. Snop svetlosti se
pod odredenim uglom usmerava ka kristalu (najceS¢e dijamant) i nastaje prolazni talas koji prodire
u uzorak. Na osnovu interakcije prolaznog talasa i uzorka dobijaju se informacije o vibracijama u
molekulu (Gibson, 2016).

Interakcije izmedu krio-/lioprotektanata i stabilizatora nanokristala su analizirane infracrvenom
spektroskopijom sa Furijeovom transformacijom. Merenja su radena na spektrometru Nicolet iS10
(Thermo Scientific, Waltham, MA, SAD) koji je opremljen ATR sistemom pojedinacne refleksije
(Smart iTR, Thermo Scientific, SAD) sa dijamantskom plo¢om i cink-selenid so¢ivima. Spektri su
prikupljeni u rasponu od 4000 cm™ do 660 cm™ u rezoluciji 0,5 cm™.

3.2.16. Strukturna analiza lipidnih nanocestica nuklearnom magnetnom rezonancom

Struktura lipidnih nanocestica odredena je pomoc¢u nuklearne magnetne rezonance (NMR). Metoda
se zasniva na izlaganju uzorka radiofrekventnom zrafenju u jakom magnetnom polju. Bez
primenjenog spoljasnjeg magnetnog polja, sva jezgra u molekulu se kre¢u u svim pravcima
(smerovima) i imaju istu proseénu energiju. Prilikom primene magnetnog polja dolazi do
polarizacije momenata jezgara i njihove orijentacije. Malo vise od polovine jezgara zauzima
energetski povoljnije, alfa spinsko stanje, u smeru dejstva spoljaSnjeg magnetnog polja, a ostala
jezgra zauzimaju suprotan smer. Visak jezgara sa alfa spinom je veoma mali i izrazava se u ppm
(milioniti deo), i oni su odgovorni za apsorpciju elektromagnetnog zraCenja kada se postigne
rezonanca. Proces vradanja jezgra u 0Snovno energetsko stanje koje je apsorpcijom
elektromagnetnog zracenja bilo naruseno predstavlja relaksaciju jezgra. Ukoliko do relaksacije
jezgra dode u kratkom vremenskom intervalu, signal na NMR spektru je izrazit i ostar, a ukoliko je
relaksacija jezgra spora, signal je Siri i manjeg intenziteta. Mesto NMR apsorpcije naziva se
hemijsko pomeranje i zavisi od elektronske gustine oko jezgra, a izrazava se u neimenovanim
jedinicama tzv. ppm (milionitim delovima). Na NMR spektrima dobijaju se signali intenziteta
apsorbovanog zraCenja na odredenim vrednostima hemijskog pomeranja i tumacenjem spektara
dobijaju se informacije o strukturi jedinjenja ali i eventualnim promenama okruZenja pojedinih
jezgara. Najvecu primenu imaju protonski NMR spektri, ali se koriste i spektri drugih elemenata
kao Sto su fosfor i azot.

Protonski (*H NMR) i fosforni (*}P NMR) NMR spektri dobijeni su na Bruker Ascend 400
spektrometru (Bruker, Rheinstatten, Nemacka) na 400 MHz i 23 °C. Alikvot od 0,45 ml svakog
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uzorka i 0,05 ml D20 je napunjen u NMR Kivetu i zatim postavljen u uredaj. Analiza je sprovedena
na formulacijama lipidnih nanocestica (LNP15-PL, LNP15-DK i LNP10-DK), a kao referentni
uzorci koriS¢ene su vodene disperzije polisorbata 80 1 lecitina i etanolni rastvor lecitina.

3.2.17. In vivo farmakokineticke studije razvijenih nanoformulacija

Eksperimentalni protokoli

Sprovedene studije imale su razli¢it dizajn u zavisnosti od formulacije koja je ispitivana. In vivo
ispitivanja odobrena su od strane Eticke komisije za rad sa eksperimentalnim zivotinjama
Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu i Uprave za veterinu Ministarstva poljoprivrede,
Sumarstva i vodoprivrede (redenje broj 323-07-13805/2020-05 od 31.12.2020). Zivotinje su bile
smesStene u kavezima (4-6 Zivotinja po kavezu) u Vivarijumu Farmaceutskog fakulteta, u sobi sa
ciklicnim periodima svetlosti i mraka na 12 h (svetlo u 6 h ujutru) sa osvetljenos¢u 120 Ix.
Temperatura u prostoriji za zivotinje bila je podeSena na 22 + 1 °C, sa relativnom vlaznosc¢u 40-
70%. Zivotinjama je bila dostupna hrana i ¢esmenska voda ad libitum tokom eksperimenata.

U prvom setu eksperimenata, ispitan je uticaj nanonizacije na apsorpciju DK-1-60-3 u stanju sitosti i
stanju gladi. U istrazivanju je koriS¢ena nanokristalna disperzija DK-1-60-3 F5, a kao poredbena
formulacija pripremljena je odgovarajuc¢a suspenzija S5 sa istim kvantitativnim i kvalitativnim
sastavom. Obe formulacije su sadrzale 2,0 mg/ml DK-1-60-3 i bile su primenjene oralno,
gastricnom gavazom u zapremini 5 ml/kg kako bi se dostigla doza 10 mg/kg, u stanju sitosti i stanju
gladi. Muski Sprague-Dawley pacovi mase 150-200 g bili su smeSteni u kavezima (6 Zivotinja po
kavezu). Eksperimentalne Zivotinje su podeljene u Cetiri grupe sa po 18 Zivotinja (po tri Zivotinje za
svaku vremensku tacku): grupa I primila je F5 u stanju gladovanja, grupa II primila je F5 u stanju
sitosti, grupa Il primila je S5 u stanju gladovanja i grupa IV primila je S5 u stanju sitosti. U
grupama koje su gladovale, uzimanje hrane ograni¢eno je 10 h pre i 4 h nakon primene tretmana,
dok je voda bila dostupna ad libitum. U unapred odredenim vremenskim tackama nakon primene
tretmana (15 min, 1 h, 4 h, 8 h, 16 h, i 36 h) Zivotinje su anestezirane ketamin-hidrohloridom i
vrseno je uzorkovanje tkiva (krv, mozak, jetra i bubreg).

U drugom eksperimentu, disperzija lipidnih nanoCestica je uporedena sa nanokristalnom
disperzijom u cilju ispitivanja njihovog uticaja na apsorpciju DK-I-60-3 nakon oralne primene.
Eksperimentalne zivotinje, muski Sprague-Dawley pacovi (250-350 g), podeljeni su u dve grupe
prema tretmanima. U svakoj grupi bilo je 24 Zivotinje (po tri Zivotinje za svaku vremensku tacku, 8
vremenskih tacaka): grupa I primila je formulaciju lipidnih nanocestica (LNP), a grupa II primila je
formulaciju nanokristala (NC). LNP je bila sa 10% masne faze, dok je NC formulacija odgovarala
F5 formulaciji iz prethodne studije (isti odnos DK-1-60-3 i stabilizatora i medusobni odnos SLS i
PVP, ali drugacija koncentacija DK-1-60-3). U obe formulacije koncentracija DK-1-60-3 bila je 0,8
mg/ml. Tretmani su primenjeni gastricnom sondom u volumenu 10,0 ml/kg, kako bi se dostigla
doza od 8,0 mg/kg. U odredenim vremenskim tatkama nakon primene (15 min, 1 h, 3 h, 6 h, 12 h,
24 h, 36 h i 48 h) izvrSeno je anesteziranje zivotinja ketamin-hidrohloridom i uzorkovanje krvi i
mozga.

U tre¢oj farmakokineti¢koj studiji poredene su nanokristalne disperzije DK-I-56-1 (NS2-G) sa
suspenzijom (SUSP) i rastvorom (SOL) nakon intraperitonealne primene. NS2-G formulacija,
stabilizovana polisorbatom 80, sadrZala je 1 2,5% glicerola kao sredstvo za izotonizaciju (toni¢nost
je proverena osmometrom, Osmometer Model 3320, Advanced Instruments, Inc., SAD). Rastvor
SOL dobijen je rastvaranjem DK-1-56-1 u smesi rastvaraca koja se sastoji od 20% DMSO, 20%
Cremophor EL i 60% fizioloSkog rastvora (Fan i sar, 2018). U tretmanu SUSP, DK-I-56-1 je
dispergovan u vehikulumu koji sadrzi 1,0% polisorbata 80, 14% polietilenglikola i 85% vode
(Knutson i sar, 2018). Studija je radena na muskim C57BL/6 miSevima (masa 23-33 ). Zivotinje su
bile podeljene u 3 grupe, prema tretmanima, svaka je brojala 18 Zivotinja (po tri Zivotinje za svaku
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vremensku tacku). Sve formulacije sadrzale su 2,0 mg/ml DK-I-56-1 i bile primenjene
intraperitonealno u zapremini 5 ml/kg u cilju postizanja doze 10 mg/kg. Nakon primene, u
odredenim vremenskim tackama (5 min, 20 min, 1 h, 4 h, 16 h i 36 h) zivotinje su anestezirane
ketamin-hidrohloridom i vrSeno je uzorkovanje krvi, mozga, jetre i bubrega.

Cetvrta studija bila je posveéena odredivanju apsolutne bioraspoloZivosti nanokristalne formulacije
primenjen rastvor (SOL). LNP i NC su imale isti sastav kao u drugoj farmakokinetickoj studiji.
SOL je primenjen kao spora intravenska injekcija, u repnu venu, a sadrzao je 1,0 mg/ml DK-1-60-3
rastvoren u smesi rastvaraca 10% DMSO, 10% Cremophor EL, 30% polietilenglikola 400 i 50%
fizioloSkog rastvora. Sve Zivotinje su tretirane istom dozom 8,0 mg/kg (zapremina tretmana LNP i
NC bila je 10,0 ml/kg, a SOL 8,0 ml/kg). U deset vremenskih ta¢aka od aplikacije tretmana (5 min,
15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 12 h i 24 h) uzorci krvi (oko 300 pl) su uzorkovani iz
potkljucne vene, prema protokolu Wang i sar. (2022). Nakon svakog uzorkovanja, uzorkovana
zapremina krvi je zamenjena ekvivalentnim volumenom fizioloSkog rastvora, kao intraperitonealna
injekcija.

Priprema tkiva za LC-MS/MS

U prve tri studije, nakon anesteziranja ketamin-hidrohloridom (90 mg/kg, 10% Ketamidor, Richter
Pharma AG, Wels, Austrija) krv je sakupljena sr¢anom punkturom, a u Cetvrtoj studiji direktno iz
potkljuéne vene u heparinizovane tube i centrifugirana 10 min na 1000 x g (MiniSpin® plus
centrifuge, Eppendorf, Nemacka), kako bi se izdvojila plazma. Uzorci ostalih tkiva (mozak, jetra i
bubreg) su izmereni, a zatim prebaceni u tube sa 1,0 ml metanola i homogenizovani ultrazvu¢nom
sondom (70% amplitude 2 x 20 s za mozak, 80% amplitude 3 x 20 s za jetru i bubreg).
Homogenizati su potom centrifugirani 20 min na 3400 x g (MiniSpin® plus centrifuge, Eppendorf,
Nemacka). Izdvojena plazma 1 supernatanti homogenizata su dalje procesuirani Cvrsto-teCnom
hromatografijom. Ekstrakcija je sprovedena na Oasis HLB kertridzima (Waters Corporation,
Milford, Massachusetts, SAD) i sastojala se iz prekondicioniranja metanolom i vodom, nano$enja
uzorka (plazme ili supernatanta homogenizata) i rastvora internog standarda (SH u koncentraciji
100 uM), a zatim uklanjanja necisto¢a vodom i eluiranja DK-1-60-3 ili DK-1-56-1 pomoc¢u 1,0 ml
metanola. Pri pripremi kalibracionih rastvora, koriS¢ena su odgovarajuca tkiva netretiranih zivotinja
i obradena opisanim postupkom. Prilikom ¢vrsto-te¢ne ekstrakcije, nakon dodatka plazme odnosno
supernatanta homogenizata, dodata je odredena koli¢ina metanolnog rastvora DK-1-60-3 ili DK-I-
56-1, a zatim rastvor internog standarda (minimalno Sest kalibracionih ta¢aka). Ostatak postupka je
bio isti kao pri ekstrakciji uzoraka tretiranih zivotinja. Koncentracija supstance DK-1-60-3 ili DK-I-
56-1 u eluatima odredena je LC-MS/MS metodom.

Izradunavanje farmakokineti¢kih parametara

Farmakokineticki parametri u neurofarmakokinetickim studijama su izracunati pomocéu “PK
Functions for Microsoft Excel” (https://www.pharmpk.com/soft.html), a u studiji bioraspoloZivosti
koris¢en je Certara Phoenix WinNonlin softver za nekompartmensku analizu. Paramteri koji su
koriS¢eni pri analizi rezultata su: Cmax — maksimalna koncentracija, tmax — vreme postizanja
maksimalne koncentracije, AUCy.24136 — povrsina ispod krive od t =0 do t = 24 ili 36 h i t1/2 -
poluvreme eliminacije. Apsolutna bioraspolozivost (F) izra¢unata je na osnovu jednacine 6:

F(%) — AUCo—24 oralna primena x 100 (jednaéina 6)

AUCo-24 intravenska primena
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3.2.18. In vivo farmakodinamska studija sa nanokristalnom disperzijom DK-1-56-1

Ispitivanje spontane lokomotorne aktivnosti (engl. spontaneous locomotor activity, SLA) je
sprovedeno na eksperimentalno naivnim muskim C57BL/6 miSevima, starosti 9-11 nedelja, mase
20-26 g. Njihovo ponasanje je analizirano pomo¢u ANY-maze Video Tracking System (Stoelting
Co, Wood Dale, IL, SAD). NS2-G, placebo (PLA) ili fizioloski rastvor (SAL) su primenjeni
intraperitonealno u zapremini 5,0 ml/kg kako bi se dostigla doza od 10 mg/kg. Aktivnost
pojedina¢nih miSeva u providnim komorama od pleksiglasa (dimenzije 40 % 25 X 35 cm) pod
priguSenim crvenim svetlom (20 Ix) snimljena je ukupno 90 min, bez ikakvog perioda
aklimatizacije (Knutson i sar, 2018). Parametri koji su posmatrani bili su predeni put i vreme
imobilisanosti. Osetljivost za imobilnost je bila podeSena na 65% (procenat Zivotinje koja se
zadrZava u istom mestu kako bi se Zivotinja smatrala imobilisanom).

3.2.19. Analiticka metoda

Koncentracija DK-1-56-1 i DK-1-60-3 bila je odredena koris¢enjem metode te¢ne hromatografije-
tandem masene spektrometrije (LC-MS/MS). Analiza je sprovedena na UHPLC hromatrografu
ACELLA (Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, WI, SAD) povezan sa triplkvadrupolskim
masenim detektorom TSQ Quantum Access MAX (Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, WI,
SAD) sa interfejsom grejne elektrosprej jonizacije (HESI). Razdvajanje je vrSeno na koloni XTerra
MS C18 (150 mm x 2,1 mm, 3,5 um veliCina Cestica). Kao mobilna faza koriS¢ena je smesSa
acetonitrila i 0,1% rastvora mravlje kiseline u vodi u odnosu 50:50 (v/v) sa brzinom protoka 0,3
ml/min. Temperatura kolone je bila 35 °C, a zapremina injektovanja 10 pl. DK-1-56-1, DK-I-60-3 i
interni standard (u in vivo studijama) su detektovani i kvantifikovani u pozitivnhom HESI rezimu
(m/z=325,3-307,2 i m/z=327,8-320,9, za DK-1-56-1 i interni standard, respektivno, odnosno m/z =
328,10-282,05 i m/z = 349,00-303,85, za DK-1-60-3 i interni standard, respektivno).

3.2.20. Statisticka analiza

Merenja radena u triplikatu su prikazana kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD) ili
srednja vrednost * standardna greSka (SEM). Statisticka analiza podrazumevala je proveru
normalnosti raspodele odgovaraju¢im testovima. U slucaju normalne raspodele podataka poredenja
su vrsena koris¢enjem Student t-testa (za dve grupe podataka) ili ANOVA-e (za tri grupe podataka)
sa Tukey HSD post-hoc testom. Ukoliko raspodela nije bila normalna, za poredenja su koriS¢eni
Mann Whitney U test (za dve grupe podataka) i Kruskal-Wallis test (za tri gupe podataka).
StatistiCka analiza radena je pomocu softvera IBM SPSS Statistics (verzija 25). Izuzetak je in vivo
farmakodinamska studija sa nanokristalnom disperzijom DK-I-56-1 u kojoj su korisc¢eni testovi
jednofaktorske i dvofaktorske ANOVA-e sa SNK post-hoc testom pomoc¢u programa SigmaPlot
12.0 (Chicago, SAD). U svim testovima vrednost P manja od 0,05 je smatrana statisticki
znacajnom.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Rezultati i diskusija prve faze eksperimentalnog rada

4.1.1. Mikroskopska analiza i odredivanje velicine Cestica

Supstance DK-1-56-1 i DK-1-60-3 se pod mikroskopom vide kao kristali veoma varijabilne veli¢ine
Cestica. Kristali su iglicaste strukture, zute boje i veoma kohezivni, te je koris¢eno silikonsko ulje za
njihovo razdvajanje za mikroskopsku analizu i omogucavanje merenja veli¢ine. Veliina Cestica
merena je manuelno, pomocu softvera, i predstavlja njihovu duzinu. Kako rezultati ne prate
normalnu raspodelu (P < 0,05, Kolmogorov-Smirnov test), odredena je vrednost medijane i
maksimalnih i minimalnih izmerenih vrednosti: za DK-1-56-1 29,83 (2,80-285,43) um i za DK-I-
60-3 20,17 (2,15-191,16) pum, a histogrami su prikazani na slici 4.1.1.
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Slika 4.1.1. Histogrami veli¢ine Cestica i mikrografije supstanci a) DK-I-56-1 i b) DK-1-60-3.

4.1.2. Difrakcija X-zraka na uzorku praska

Kristalna priroda supstanci je potvrdena difrakcijom X-zraka na uzorku praska vizuelizacijom ostrih
pikova na difraktogramima karakteristicnim za kristalne supstance. Kristalne supstance karakteriSe
visoka uredenost u svim pravcima, $to je posledica strukturne organizacije atoma i molekula unutar
kristala (Peltonen i Strachan, 2020). Talasna duzina X-zracenja je istog reda veli¢ine kao i
rastojanja medu atomima unutar kristalne reSetke. Zbog toga, nakon Sto X-zraci dospeju na
povrSinu kristalnog materijala dolazi do njihovog rasipanja u svim pravcima. Posledi¢no,
difraktogram koji se dobija se sastoji od pikova dobijenih pri razli¢itim uglovima rasipanja (Gibson,
2016). U suprotnom, zbog neuredenosti na makro-nivou X-zraci se nekonzistentno rasipaju, te se
dobija tzv. oreol difraktogram, tipi¢an za amorfne supstance (Bates i sar., 2006).
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Slika 4.1.2. XRPD difraktogrami supstanci a) DK-1-56-1 i b) DK-1-60-3.

Difraktogrami DK-I-56-1 i DK-I-60-3 su sli¢ni, sa difrakcionim linijama na sli¢nim uglovima 26,
zbog velike slicnosti u molekulskoj strukturi. Iako intramolekulske sile odreduju oblik molekula,
zamena vodonika deuterijumom uglavnom ne dovodi do drugacijeg ,,pakovanja’’ u kristalu, te ne
dovodi do promena u izgledu difraktograma. Pikovi najveéeg intenziteta bili su na uglovima 26
manjim od 10 (4,73; 6,03 i 9,85 °), dok na ve¢im uglovima su bili znatno manje izrazeni (slika
4.1.2.). Pored pomenutih, izdvojeni su pikovi na 20 14,51; 16,95; 17,66 ° za pracenje u razli¢itim
uzorcima.

4.1.3. Studije rastvorljivosti

Prilikom preformulacionih studija novih potencijalnih kandidata za lekovite supstance, velika
paznja posvecuje se ispitivanju njihove rastvorljivosti u vodi i drugim rastvara¢ima. Dobijeni
rezultati su od znacaja za odredivanje formulacionog puta u razvoju leka (Gibson, 2016).
Rastvorljivost oba liganda u vodi je bila veoma niska, te se supstance prema farmakopeji mogu
smatrati prakti¢no nerastvorljivim. Zbog odsustva lako jonizuju¢ih funkcionalnih grupa u oba
molekula, rastvorljivost u vodi ne zavisi od pH vrednosti u fizioloSkom opsegu, Sto je i pokazano na
primeru DK-1-60-3 (rastvorljivost u 0,1 M hlorovodoni¢noj kiselini pH 1,2 7,21 + 0,40 pg/ml,
odnosno u fosfatnom puferu pH 6,8 7,75 = 1,09 pg/ml). Ovo ujedno 1 iskljucuje mogucnost
gradenja soli kao naCina za povecanje rastvoljivosti.

Tabela 4.1.1. Saturaciona rastvorljivost DK-I1-56-1 i DK-I-60-3 u uobicajenim rastvara¢ima i
korastvarac¢ima.

Rastvorljivost (ug/ml)

Rastvarac DK-1-56-1 DK-1-60-3

Voda (pH 5,23) 6,27 £ 0,74 6,34 £ 1,14

Trigliceridi srednje duZine lanca 98,67 + 5,32 50,33+ 7,19

Sojino ulje 39,19 £ 0,99 13,81 + 0,69

Ricinusovo ulje 537,91 £ 51,60 57,96 + 1,79
Benzil-alkohol 7799,94 + 603,59 10373,53 + 371,41
Izopropanol 1034,72 + 23,03 1009,41 + 19,50

Metanol 795,69 £ 120,58 802,86 + 103,43

Etanol 1157,36 + 56,36 (70%, v/v)1807,70 £ 21,67 (96%, V/v)
Dimetil-sulfoksid 137951,56 + 2897,67 166495,77 + 4075,05
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Rastvorljivost u uljima je takode veoma niska, kao i u mnogim organskim rastvara¢ima, izuzev
dimetilsulfoksida (Tabela 4.1.1). Na osnovu dobijenih rezultata, razvoj formulacija baziranih na
koris¢enju ulja bio je iskljucen. Dodatno, formulacija rastvora bila bi nemoguca bez koriS¢enja
visokih koncentracija organskih rastvaraca, $§to bi smanjilo bezbednost preparata. lako je u
preklinickim ispitivanjima dimetilsulfoksid koriS¢en u koncentraciji do 20% u parenteralnim
formulacijama, primena ovakvog preparata bi izazvala veliku zabrinutost kada se uzme u obzir
njegov nizak maksimalni dozvoljeni limit odreden od strane FDA (Williams i sar., 2013; FDA,
1998).

4.1.4. Termalna analiza supstanci

S obzirom na slabu rastvorljivost u vodi, ali i uljima i organskim rastvarac¢ima, ispitivane supstance
se mogu smatrati supstancama nalik na ciglenu praSinu (engl. brick dust). Za supstance iz ove grupe
formulacioni pristupi za prevazilazenje slabe rastvorljivosti su amorfizacija ili dobijanje
nanokristala (Bergstrém i sar., 2016; Peltonen i Hirvonen, 2018). Medutim nisu sve supstance dobri
kandidati za prevodenje u amorfno stanje. Na osnovu sposobnosti vitrifikacije tokom hladenja iz
otopljenog stanja materijali mogu da se okarakteriSu kao staklo-formirajuce (engl. glass-forming) ili
ne-staklo-formiraju¢e (engl. non glass-forming) supstance. Veliki broj radova se bavio razvojem
kompjuterskih programa kojima bi moglo da se predvidi kojoj grupi supstanci neki materijal
pripada. Prepoznati su mnogi faktori koji mogu uticati na sposobnost materijala da se prevede u
amorfno stanje, i mnogi od njih su vezani za molekulsku strukturu, odnosno podatke koji su
dostupni u ranoj fazi razvoja leka, kao Sto je temperatura topljenja, molekulska masa ili logP, te su
od posebnog znacaja za razvoj formulacija novih potencijalnih kandidata za lek (Alhalaweh i sar.,
2014; Mahlin i sar., 2011; Nurzynska i sar., 2015). Na primer, aromati¢ni prstenovi, kao rigidne
strukture u molekulu doprinose gus¢em pakovanju molekula u kristalnu resetku, tako da povecavaju
tendenciju ka kristalizaciji. Sa druge strane, supstance koje mogu pre¢i u amorfno stanje imaju
visok kapacitet za formiranje vodoni¢nih veza, veliku zapreminu molekula 1 broj rotirajucih veza.
Prema molekulskoj masi, dobre staklo-formiraju¢e supstance imaju molekulsku masu vecu od 300,
a one kojima je molekulska masa manja od 200 ne mogu preci u amorfno stanje nijednom tehnikom
(Bergstrom i sar., 2016). Prema rezultatima istrazivanja Alhalaweh i sar. (2014) moze se
pretpostaviti da DK-1-56-1 i DK-1-60-3 nece biti stabilne u amorfnom obliku, odnosno da ¢e biti
okarakterisane kao ne-staklo-formirajuce supstance. Ova pretpostavka je bazirana pre svega na
molekulskoj strukturi, mada prema molekulskoj masi bi se oc¢ekivalo da ispitivane supstance mogu
formirati amorfno stanje. Zbog toga, odluceno je da se eksperimentalno proveri sposobnost
supstanci da postanu amorfne nakon hladenja njihovog rastopa. Kori$¢ena je metoda gaSenja
rastopa (engl. melt-quenching).
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Slika 4.1.3. Termogrami dobijeni tokom zagrevanja, hladenja i ponovnog zagrevanja (metoda
gaSenja rastopa) supstanci a) DK-1-56-1 i b) DK-1-60-3.

Metoda se zasniva na zagrevanju supstance do potpunog topljenja, nakon ¢ega sledi hladenje i
ponovno zagrevanje na istu temperaturu kao u prvom delu eksperimenta. Rezultati su prikazani na
slici 4.1.3. Oba liganda su u prvom ciklusu zagrevanja otopljena na temperaturi 316,01 °C (DK-I-
56-1), odnosno 316,85 °C (DK-1-60-3). Endotermni pikovi topljenja su bili ostri, sa entalpijom
69,66 J/g (DK-1-56-1) i 74,62 J/g (DK-1-60-3). Ubrzo nakon pocetka hladenja doslo je do
kristalizacije (egzotermni pik na 273,71 °C za DK-I-56-1, odnosno 276,92 °C za DK-I-60-3). U
trecem delu eksperimenta, relativno Sirok endotermni pik na 289,21 °C (DK-1-56-1), odnosno na
290,45 °C (DK-1-60-3) ukazao je na topljenje kristalizovanih supstanci. Kristalizacija supstanci
tokom hladenja ubrzo nakon njihovog topljenja karakteristika je supstanci koje pripadaju klasi I
molekula sa visokom sklonos$¢u ka kristalizaciji, odnosno ne-staklo-formirajucih supstanci (Baird i
sar., 2010). Medutim, moZe se primetiti da nije celokupna koli¢ina supstance kristalisala, posebno
kada se izracuna indeks kristalizacije na osnovu entalpija topljenja u prvom i drugom zagrevanju.
Za DK-I-56-1 izracunati indeks Kkristalizacije je 58,05%, a za DK-1-60-3 57,34%. Ova niza
kristalicnost moze biti povezana sa fomiranjem delimi¢no neuredene kristalne reSetke, Sto se takode
moze zakljuciti i na osnovu Sirenja pika topljenja tokom treceg dela eksperimenta. Zapravo, smatra
se da se farmaceutske aktivne supstance prema uredenosti nalaze izmedu nasumicno rasporedenih
molekula i savrsenih kristala (Peltonen i Strachan, 2020).

4.1.5. Analiza lipidnih smeSa i mogucnosti ukljucivanja DK-supstanci

Kako bi se ispitala mogucnost formulacije lipidnih nanocestica, ispitivana je rastvorljivost DK-1-60-
3 u lipidnim sme$ama Gvrstog lipida (Softisan® 154, S154) i triglicerida srednje duZine lanca ili
lecitina.

Lipidne smeSe ¢vrstog i te¢nog lipida

Inicijalno, analizirane su smeSe cvrstog (S154) i1 teCnog lipida (trigliceridi srednje duzine lanca,

MCT), kako bi se ispitalo njihovo meSanje. Nakon dodavanja MCT, kao §to je i ocekivano,

termperatura topljenja i entalpija su smanjene, dok je razlika izmedu pocetne (onset) i temperature

pika povecana, sa pove¢anjem udela MCT u smesi (tabela 4.1.2.). Moze se zakljuciti da je tecni
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lipid molekulski dispergovan u ¢vrstom lipidu, §to dovodi do neuredenosti kristalne reSetke
(Severino i sar., 2012). Ova neuredenost je povoljna sa aspekta inkorporiranja lekovite supstance i u
osnovi je povecanja efikasnosti inkapsulacije NLC (Agrawal 1 sar., 2020).

Tabela 4.1.2. Termoanaliticki parametri lipidnih smesa ¢vrstog (S154) i1 te¢nog (MCT) lipida, sa i
bez DK-1-60-3

Lipidna smeSa Tonset °C)  Tpeak (°C)  Entalpija topljenja (J/g)  Clyim (%)
rekristalisani S154 54,4 57,3 137,6 89,9
S154:MCT 8:2 54,1 56,8 135,5 88,5
S154:MCT 6:4 53,4 56,3 117,8 77,0
S154:MCT 5:5 51,4 54,9 96,5 63,1
S154:MCT 4:6 47,9 53,8 72,5 47,4
S154:MCT 3:7 45,2 51,4 55,6 36,3
S154:MCT 2:8 42,5 49,5 36,1 23,6
S154:MCT 4:6 + 1,0% DK 47,3 53,4 70,6 46,1
S154:MCT 3:7 + 1,0% DK 46,8 51,6 55,0 35,9
S154:MCT 2:8 + 1,0% DK 45,9 48,6 35,9 23,5
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Slika 4.1.4. XRPD difraktogrami | — lipidnih smeSa: a) shematski prikaz [ oblika triglcerida, b)
S154, ¢) S154:MCT 8:2, d) S154:MCT 6:4, e) S154:MCT 5:5, f) S154:MCT 4:6, g) S154:MCT 3:7,
h) S154:MCT 2:8; Il — lipidnih smeSa sa DK-1-60-3: a) DK-1-60-3, b) S154:MCT 4:6 + 1,0% DK-I-
60-3, ¢) S154:MCT 3:7 + 1,0% DK-1-60-3, d) S154:MCT 2:8 + 1,0% DK-1-60-3.

Rezultati termalne analize potvrdeni su difrakcijom X-zraka (XRPD, slika 4.1.4.1). Difraktogram
S154 pokazuje Siroke maksimume difrakcije Kkoji ukazuju na nisku kristalini¢nost sa 260
karakteristicnim za 3’ polimorfni oblik (i malim udelom B forme). Medutim, u smesi sa MCT,
prisutan je isklju¢ivo B oblik triglicerida. Dobro je poznato da su trigliceridi prisutni u tri
polimorfna oblika sa razli¢itom termodinami¢kom stabilno$¢u — a, B’ i . Polimorfne promene su
usmerene od o kroz B’ do B, kao termodinamicki stabilnoj formi. Kada se razmatra mogucénost
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inkorporiranja lekovite supstance, iako se a oblik moZze smatrati povoljnijim zbog manje uredenosti
kristalne reSetke, pozeljno je da ¢vrst lipid bude u B obliku koji ima vecu stabilnost (Bunjes, 2011).
1z dobijenih rezultata moze se zakljuciti da samostalan S154 rekristaliSe sporo, ali da MCT ubzava
rekristalizaciju u termodinamicki stabilan oblik. Pored toga, povecanje sadrzaja MCT povecava
koli¢inu amorfnih regiona u smeSama, $to je vidljivo na difraktogramima kao povecanje bazne
linije, ali 1 iz termodinamickih parametara (Sirenje pika topljenja).

U drugoj etapi eksperimenata, u lipidne smeSe dodat je DK-1-60-3 u koncentraciji 1,0%. Za ovo
ispitivanje izabrane su smeSe sa najve¢im udelom tecnog lipida (60%, 70% 1 80%), zbog
pretpostavke da ¢e imati najviSe prostora za ukljucivanje supstance. Dobijene smeSe bile su
homogene, ali ne u potpunosti bistre. Pocetak topljenja, razlike izmedu onset temperature i
temperature pika i entalpija topljenja su bili neznatno izmenjeni, Sto ukazuje na nepromenjenu
strukturu lipdine smeSe (tabela 4.1.2.). Na DSC termogramima, ipak, pik topljenja supstance se nije
mogao uociti, verovatno zbog njene niske koncentracije i visoke temperature topljenja. 1z tog
razloga, samo analizom termoanalitiCkih parametara ne moze se do¢i do valjanih zakljucaka o
stepenu dispergovanja DK-1-60-3 u lipidnim smeSama. Na XRPD difraktogramima su detektovani
karakteristi¢ni pikovi koji poti¢u od DK-1-60-3 (slika 4.1.4.), $to ukazuje da je supstanca prisutna u
kristalnom obliku i nije molekulski dispergovana u smesi. Na osnovu ovih rezultata, ispitivane
smese nisu smatrane pogodnim za dalji razvoj nanocestica.

Lipidne smeSe ¢vrstog lipida i lecitina

Lipidne smeSe S154 i lecitina sa i bez DK-1-60-3 su analizirane diferencijalnom skeniraju¢om
kalorimetrijom. Termogrami su prikazani na slici 4.1.5, a izraCunati termoanaliticki parametri su
navedeni u tabeli 4.1.3. Topljenje netretiranog S154 je ispoljeno kroz dva pika na 53 °C i 58 °C. To
ukazuje na prisustvo razli¢itih polimorfnih oblika, verovatno B’ i B za prvi i drugi pik, respektivno
(Schubert i sar., 2005). Nakon topljenja i ocvrS¢avanja, S154 je kristalisao u gotovo isto stanje, Sto
je pokazano nepromenjenim pikom topljenja sa indeksom kristaliniteta skoro 90%. Nakon dodatka
lecitina (L), u koncentraciji 30%, pik na niZoj temperaturi je nestao, dok temperatura drugog pika
nije znacajno promenjena. Indeks kristaliniteta S154 u ovoj smesi bio je u dobroj korelaciji sa
njegovim udelom, Sto znaci da je Cvrst lipid ostao prevashodno u kristalnom stanju (Schubert 1
Miller-Goymann, 2005), iako je njegova struktura narusena, Sto se moze videti iz proSirenog pika
topljenja.

4.1.3. Termoanaltic¢ki parametri lipidnih smesSa S154 i lecitina (L) sa i bez DK-1-60-3.

Lipidna smeSa Tonset °C)  Tpeak (°C)  Entalpija topljenja (J/g)  Clim (%)
bulk S154 55,1 58,0 140,6 -
rekristalisani S154 54,4 57,3 137,6 89,9
S154+L 56,4 59,6 101,4 72,1
S154+L + 1,0% DK 56,0 60,0 101,4 72,1
S154+L + 1,5% DK 56,3 59,6 100,5 71,5
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Slika 4.1.5. a) Termogrami lipidnih smesa ¢vrstog lipida (S154) i lecitina (L) sa i bez DK-1-60-3; b)
termogram lipidne smeSe S154+L+1,5% DK, 25-350 °C.

Dalja ispitivanja smeSa lipida i lecitina sprovedena su polarizacionom mikroskopijom (PLM).
Homogena smeSa S154 i lecitina je prikazana na slici 4.1.6 (levo). Dobro je poznato da lecitin kao
amfifilna supstanca moze formirati micelarne faze ili teCne kristale nakon hidratacije (lamelarne ili
heksagonalne faze) ili usled promene temperature (razli¢ite forme termotropnih tecnih kristala)
(Klang i Valenta, 2011). U ovoj studiji, nakon hladenja smeSe na sobnu temperaturu, na
mikrografijama se mogu videti strukture koji podse¢aju na Malteske krstove (slika 4.1.6.), a mogu
se objasniti kao sferuliti (Sato i Ueno, 2011) rekristalisanog rastopa lipida i lecitina. Interesantno, u
istrazivanju Friedrich i Mller-Goymann (2003) u kojem su ispitivane sli¢ne smeSe, sferni agregati
veli¢ine oko 10-20 nm izmedu planarnih lipidnih slojeva su bili vidljivi na mikrografijama
dobijenim transmisionom elektronskom mikroskopijom, i definisani kao reverzne micele lecitina.
Sa druge strane, u sli¢noj studiji Schubert-a i sar. (2006) nisu dobijeni isti rezultati. U svakom
slucaju, lecitin je u svim istrazivanjima bio homogeno distribuiran u okviru lipidnih smesa izmedu
triglicerida, znacajno doprinoseé¢i solubilizaciji slaborastvornih lekovitih supstanci kao Sto su
estradiol-hemihidrat ili pilokarpin baza (Friedrich i Muller-Goymann, 2003).

Slika 4.1.6. Mikrografije dobijene polarizacionom mikroskopijom smeSe S154+L (levo),
S154+L+1,0% DK (sredina) i S154+L+1,5% DK (desno).

Lecitin koji je koris¢en u ovom istraZzivanju sadrzi oko 70% fosfatidilholina, kao i masne kiseline od
kojih su u najvecem udelu linoleinska (C18:2) i palmitinska (C16:0). Zasi¢ene masne kiseline se
bolje prostorno uklapaju sa trigliceridima, zbog odsustva deformacije molekulske strukture. Sa
druge strane, cis konformacija nezasi¢enih masnih kiselina moze dovesti do formiranja dislokacija u
lipidnom matriksu i posledi¢no vise mesta za ukljucivanje lekovite supstance. Ovo je posebno bitno
za prospektivno inkorporiranje lekovite supstance, posto je ocekivano da ¢e ona biti lokalizovana
unutar dislokacija strukture lipid-fosfolipid tokom otapanja (Attama i Muller-Goymann, 2007).
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Dodatak DK-I-60-3 u koncentraciji 1,0% nije znacajno izmenio termalne karakteristike lipidne
smese, verovatno zbog male koncentracije liganda (slika 4.1.5, tabela 4.1.3.). Pik topljenja je bio
diskretno prosSiren, usled inkorporiranja DK-I-60-3 u kristalnu resetku. Ovo je bilo potvrdeno
polarizacionom mikroskopijom — na mikrografijama nisu uoceni kristali liganda (slika 4.1.6,
sredina). Medutim, kada je koncentracija DK-1-60-3 povecana na 1,5%, dobijeni rastop nije bio
bistar. Uprkos tome, termalna analiza nije ukazala ni na kakve promene, verovatno zbog niske
osetljivosti (slika 4.1.5.b). Na mikrografijama, pak, viSak DK-1-60-3 bio je jasno vidljiv kao
pojedinacni zuti kristali, neuspesno ukljuceni u lipidnu strukturu (slika, 4.1.6, desno). Na osnovu
ovih eksperimenata, koncentracija od 1,0% je smatrana saturacionom rastvorljivos¢u DK-1-60-3 u
lipidnoj smesi koja se sastoji od S154 i 30% lecitina.
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4.2. Rezultati i diskusija druge faze eksperimentalnog rada

4.2.1. Izrada nanokristalnih disperzija

Nanokristalne disperzije se mogu izraditi nekom od metoda usitnjavanja ili precipitacije, zavisno od
osobina lekovite supstance. Zbog veoma slabe rastvorljivosti DK supstanci u vecini organskih
rastvaraca, otezano je formulisanje pocetnog rastvora iz kojeg bi se sprovela precipitacija, te je
izabrano da nanokristali budu pripremljeni nekom od top down metoda (Van Eerdenbrugh i sar.,
2008). Kako je za eksperimente bila dostupna mala koli¢ina supstanci, nanokristali su pripremljeni
modifikovanom metodom kugli¢nog usitnjavanja u te€nom stanju, koriS¢enjem uredaja za lizu
¢elija, prema proceduri sli¢noj metodi opisanoj u radu Corrias 1 sar. (2017). Pritom su varirani
razli¢iti parametri u cilju definisanja formulacionih i procesnih uslova za dobijanje nanokristala
zadovoljavajuéih fizickohemijskih karakteristika.

4.2.1.1. Ispitivanje uticaja procesnih i formulacionih parametara na velicinu Cestica nanokristala
DK-1-60-3 namenjenih za oralnu primenu

Procesni parametri

Jedan od najznacajnijih procesnih parametara koji uti¢e na kinetiku smanjenja veliCine Cestica je
trajanje usitnjavanja (Siewert i sar., 2018). Na osnovu rezultata merenja veli¢ine Cestica i njihove
distribucije odmah nakon izrade, vreme mlevenja je imalo znacajnog uticaja na oba posmatrana
parametra u svim formulacijama — veli¢inu Cestica (z-ave) i indeks polidisperznosti (PDI) (P < 0,05,
ANOVA) (Tabela 4.2.1). Nakon produZenja usitnjavanja, veliina Cestica je smanjena za 50 nm ili
viSe, bez obzira na koli¢inu kuglica za usitnjavanje. PDI je takode smanjen nakon jednog sata
mlevenja Sto ukazuje da je dobijena disperzija sa ujednacenijom veli¢inom cestica, iako u nekim
formulacijama promena nije bila izrazena. Kako se vreme usitnjavanja produzava, moguénost
sudara Cestica lekovite supstance i kuglica se povecava pa je veéa verovatnoca za lom cCestica.
Dodatno, viSe vremena je dostupno za interakciju izmedu Cestica lekovite supstance i stabilizatora,
odnosno stabilizaciju novonastalih povrSina lekovite supstance nakon usitnjavanja. Ipak, mnogi
radovi ukazuju da, nakon odredenog vremena, veli¢ina Cestica dostize konstantan nivo, te
produzeno vreme usitnjavanja ne dovodi do daljeg smanjenja Cestica, moguce zbog povecanja
verovatnoce za meducesti¢ne sudare (Peltonen i Hirvonen, 2010).

Kao drugi procesni parameter pracen je efekat koli¢ine kuglica cirkonijum-oksida (medijum za
usitnjavanje) na veliinu Cestica i distribuciju veli¢ine Cestica. U eksperimentima je koris¢eno 60%,
40% ili 20% kuglica, u odnosu na zapreminu tube u kojoj je vrSeno usitnjavanje. Primeéena
zavisnost nije bila direktna kao u slucaju vremena usitnjavanja i zavisila je ujedno i1 od drugih
parametara. Uzimajuci u obzir tehnoloski proces koji se odvija u tubi, prisutna su tri tipa interakcija:
kuglica-DK-1-60-3, kuglica-kuglica i DK-1-60-3-DK-1-60-3. Za efikasnu nanonizaciju, sudar
izmedu DK-1-60-3 i medijuma za usitnjavanje (kuglica) treba da bude dominantan, Sto bi bilo
omoguceno dodatkom odgovarajuce koli¢ine kuglica (Peltonen i Hirvonen, 2010). Zapravo,
zapremina medijuma za usitnjavanje je imala znaCajan uticaj na veli¢inu cCestica u svim
formulacijama (P < 0,001, ANOVA), i razlike u veli¢ini su bile proporcionalne razlici u zapremini
kuglica, tj. efekat je bio izraZeniji u slu¢aju promene zapremine sa 20% na 40%. MoZe se primetiti
da nakon jednog sata usitnjavanja, dvostruko uvecanje zapremine kuglica je dovelo do smanjenja
veli¢ine Cestica za 30-60 nm, a dodatno povecanje zapremine na 60% veli¢ina Cestica je smanjena
za dodatnih 20 nm u vecini formulacija (Tabela 4.2.1).
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Tabela 4.2.1. Velicina cestica (z-ave), indeks polidisperznosti (PDI) i zeta potencijal (ZP)
nanokristalnih disperzija nakon 30 min i jednog sata usitnjavanja pri kori$¢enju razli¢ite zapremine
medijuma za usitnjavanje (srednja vrednost £ SD, n=3).

Zap_remlna Usitnjavanje 30 min Usitnjavanje 60 min
.. medijuma za
Formulacija usitnjavanije
(%, ViIv) z-ave (nm) PDI z-ave (nm) PDI ZP (mV)

60 2395+40 0,253+0,018 1958+1,7 0,238 +0,029

F1 40 2825+59 0,287+0,027 236,7+19 0,208+0,002 -175+1,6
20 3089+59 0,408 +0,052 233,6+2,7 0,260+ 0,007
60 186,9+3,6 0,224+0,033 137,7+2,2 0,226 +0,015

F2 40 2328+4,2 0,229+0,020 1655+4,3 0,226+0,011 -16,8+0,5
20 309,6 +12,1 0,299 +0,032 2299+4,9 0,205+0,012
60 348,0+75 0,341+£0,009 235142 0,273+0,044

F3 40 382,2+28 0,374+0,032 239,3+3,3 0,251+0,017 -28,0+1,2
20 425,1+11,7 0,441+0,016 298,6+9,1 0,301+0,019
60 197,1+4,1 0,274+0,007 155,6+2,3 0,258 + 0,040

F4 40 2315+45 0,287+0,057 176,0+3,1 0,250+ 0,040 -19,2+0,7
20 322679 0,348+0,032 233,1+6,2 0,277 +0,016
60 1904+13 0,230+0,022 148,7+2,5 0,231+0,010

F5 40 218,4+0,7 0,271+0,017 1741+06 0,231+0,015 -21,8+5,6
20 284,7+16 0,318+0,028 2228+33 0,253+0,021
60 182,8+2,8 0,181+0,017 138,7+2,3 0,225+0,011

F6 40 196,4+35 0,186+0,017 153,1+1,8 0,197+0,021 -31,9+18
20 237,3+46 0,194+0,003 1853+15 0,179+0,012
60 198,0+5,1 0,211+0,007 151,6+4,3 0,206 +0,012

F7 40 227,2+35 0,200+0,016 170,2+24 0,220+0,008 -36,8+1,1
20 278,3+6,2 0,274+0,009 2142+55 0,205+0,022
60 188,7+3,8 0,210+0,015 1436+14 0,231+0,006

F8 40 211,1+25 0,224+0,012 160,4+3,1 0,208+0,014 -381+1,9
20 2429+18 0,217+0,014 182,7+1,2 0,202+0,011

Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je da interakcija izmedu oba posmatrana parametra —
vreme usitnjavanja i zapremina kuglica, ima znaCajan efekat na PDI (P < 0,05) u svim
formulacijama osim u slucaju F3 i F4. Zanimljivo je da je PDI u ove dve formulacije bio ve¢i od
0,250, Sto je ve¢ ukazalo na potencijalnu smanjenu stabilnost nanokristala. Kako bi se procenio
pojedinacni uticaj zapremine kuglica nakon jednoCasovnog usitnjavanja, koriS¢ena je
jednofaktorska analiza varijanse. Znacajan uticaj ovog parametra primec¢en je kod formulacija F1,
F6 i F8, medutim nakon primene dodatnih statisti¢kih testova, znacajne razlike su primecene samo
kada su poredene zapremine kuglica 20% 1 60% (F6 i F8) ili 20% i 40% (F1). Kada se analiziraju
vrednosti PDI, rezultati nisu konzistentni tako da je bilo teSko izvesti generalni zakljucak za sve
formulacije. Na primer, u formulacijama F1 i F5, u kojima je odnos stabilizatora bio 1:10, PDI je
bio najvisi pri koriS¢enju najmanje zapremine kuglica. Suprotno, u formulacijama u kojima je odnos
stabilizatora 1:4, najvisi PDI je dobijen kada je koris¢eno 60% kuglica. Moze se pretpostaviti da je
u ovom sluc¢aju sa povec¢anjem koli¢ine kuglica doslo do intenzivnijeg mlevenja te i do formiranja
populacije Cestica malih veli¢ina §to je prosirilo distribuciju veli¢ine Cestica. U formulacijama F3 i
F4 dobijene su vrednosti PDI vece od 0,250, a najbolji rezultati su postignuti kada je koris¢eno 40%
kuglica.
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S obzriom da je cilj ovog dela istrazivanja bio da se utvrde najbolji uslovi za dobijanje disperzija sa
malom veli¢inom Cestica 1 prihvatljivom distribucijom veli¢ina, zaklju¢eno je da je potrebno da
usitnjavanje traje jedan sat. Odabir koli¢ine kuglica je bio kompleksniji zadatak. Generalno, razlike
izmedu disperzija izradenih sa 40% 1 60% kuglica su bile suptilne, pa je za dalja istrazivanja
izabrano da koli¢ina kuglica bude 40%, s obzirom da su u tom slucaju u svim formulacijama
dobijeni dobri rezultati merenja veliCine cCestica. Dodatna tehniCka prednost koriS¢enja manje
zapremine kuglica je smanjenje gubitaka tokom odvajanja disperzije od njih.

Formulacioni parametri

Pregledom literature, za stabilizaciju nanokristala prouc¢avano je koris¢enje razlicitih stabilizatora iz
grupe surfaktanata, polimera, pojedina¢no ili u kombinacijama. Prednost koris¢enja dva mehanizma
za stabilizaciju za dobijanje stabilnih koloidnih disperzija objasSnjava se smanjenjem medusobnog
odbijanja molekula jonskih surfaktanata u prisustvu sternih stabilizatora Sto dovodi do boljeg
pakovanja molekula na povrSini Cestica (Wu i sar., 2011). Kao jonski surfaktant koris¢en je
natrijum-laurilsulfat (SLS) u koncentraciji ispod kriticne micelarne koncentracije, tako da prema
preporukama za uspesnu stabilizaciju nije uticao na rastvorljivost DK-1-60-3 (Li i sar., 2021). Da bi
se proverila ova tvrdnja, odredena je saturaciona rastvorljivost u vodenim rastvorima stabilizatora
(SLS i PVP) u koncentracijama koje odgovaraju onim prisutnim u formulacijama F5-8. Dobijeni
rezultati (5,52 + 1,22; 3,47 + 0,25; 4,32 + 0,05 i 3,05 = 0,82 pug/ml za rastvore stabilizatora u
koncentraciji kao u F5, F6, F7 i F8, respektivno) pokazuju da rastvorljivost nije bila ve¢a od
rastvorljivosti u vodi. Sa druge strane, preporuka prilikom izbora polimernog stabilizatora je odabir
odgovaraju¢e molekulske mase. Ovaj parametar se pokazao kao znaCajan za prevazilazenje
privla¢nih Van der Waals-ovih sila, a dodatno i za prevenciju agregacije Cestica usled formiranja
mostova stabilizatora. Pokazano je da molekulska masa treba da bude izmedu 5000 i 25000 g/mol
(Peltonen i Hirvonen, 2010). lIzabran je polivinilpirolidon (PVP) K25 sa molekulskom masom
24000 g/mol.

Poredenjem veli¢ine i raspodele veli¢ine Cestica u formulacijama sa razli¢itim koncentracijama SLS
ali istim odnosima SLS i PVP, veli¢ina Cestica je bila znacajno manja (P < 0,05, Student t-test) kada
je koris¢ena veca koncentracija SLS, osim u slu¢aju odnosa stabilizatora 1:4, gde je razlika u
veliCini Cestica bila samo 10 nm (Tabela 4.2.1). Dobro je poznato da smanjenjem velicine ¢estica do
nanometarskih veli¢ina, odnos povrSine 1 zapremine dramati¢no raste, te su nastale nanocestice
sklone agregaciji u cilju prekrivanja novonastalih hidrofobnih povrSina. 1z tog razloga se dodaju
amfifilne supstance ili polimeri u odgovaraju¢im koncentracijama, u cilju pokrivanja novih regiona
na Cesticama i oCuvanja nanometarskih veli¢ina (Wang i sar., 2013). Ukoliko je koncentracija
stabilizatora nedovoljna, Cestice lekovite supstance ne mogu biti efikasno oblozene, dok dodatak
stabilizatora u visku moze dovesti do agregacije ili vezivanja viSe Cestica za isti lanac stabilizatora
(Li i sar., 2021). Jasno je da koncentracija stabilizatora u formulacijama F1-F4 nije bila dovoljna da
se osigura stabilizacija Cestica, Sto je rezultiralo dobijanjem dispezija vece veliCine Cestica nakon
izrade. Kada je koncentracija stabilizatora povecana (u formulacijama F5-F8) veli¢ina Cestica nakon
izrade bila je manja od 200 nm, sa relativno uskom distribucijom (PDI < 0,250).

Merenje zeta potencijala doprinelo je razumevanju stabilizacije razvijenih nanokristala. U
formulacijama F1-F4, sa nizom koncentracijom stabilizatora, apsolutne vrednosti zeta potencijala
bile su veoma niske bez obzira na odnos SLS i PVP. Zeta potencijal nanokristala u formulaciji F5 je
bio takode oko -20 mV, medutim sa povec¢anjem odnosa SLS i PVP, apsolutne vrednosti zeta
potencijala su se takode povecale. Objasnjenje se moze pronaci u sastavu omotaca nanokristalnih
Cestica. Sloj adsorbovanih molekula polimera na povrSini ¢estica pomera smicajnu ravan na vecu
udaljenost, Sto rezultuje smanjenjem zeta potencijala (Pardeike i Miller, 2010). Kada je
koncentracija polimera niska, povrSina Cestica nije gusto obloZena polimerom i jonski surfaktant
moze lakSe da dostigne povrSinu nanokristala. Posledi¢no, zeta potencijal raste sa pove¢anjem udela
SLS u formulaciji (Peltonen i Hirvonen, 2010).
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Studija stabilnosti tokom ¢uvanja

Osnovni parametri koji pokazuju stabilnost disperzija — veli¢ina i raspodela veli¢ine Cestica i zeta
potencijal formulacija F5-F8 su mereni nakon jednog i tri meseca ¢uvanja na sobnoj temperaturi. U
poredenju sa inicijalnim vrednostima, veli¢ina ¢estica nakon jednomesecnog ¢uvanja se povecala za
oko 10 nm, a zatim ostala nepromenjena narednih dva meseca (Tabela 4.2.2). lzuzetak je
formulacija F7, kod koje je promena velCine Cestica bila izrazenija (oko 40 nm) sa znacajnom
promenom PDI (F(2,6)= 8,951, P < 0,05, ANOVA). Studija stabilnosti je pokazala znacaj PVP kao
stabilizatora, kao i odnosa SLS i PVP za oCuvanje veli¢ine Cestica.

Tabela 4.2.2. Velicina cestica (z-ave), indeks polidisperznosti (PDI) i zeta potencijal (ZP)
nanokristalnih disperzija nakon jednog i tri meseca cuvanja (srednja vrednost + SD, n=3).

. z-ave (nm) PDI ZP (mV)
Formulacija
1 mesec 3 meseca 1 mesec 3 meseca 1 mesec 3 meseca
F5 1835+42 1812+33 0,227+0,024 0,212+0,008 -18,0+0,3 -20,7+1,5
F6 162,2+4,2 161,8+51 0,204+0,007 0,212+0,010 -353+1,2 -30,4+0,8
F7 2120+53 2142+59 0,238+0,004 0,220+0,005 -36,7+1,1 -40,7+11
F8 1754+4,1 1758+5,2 0,208+0,021 0,257+0,081 -418+26 -38,3+1,0

4.2.1.2. Ispitivanje uticaja procesnih i formulacionih parametara na velicinu cestica nanokristala
DK-1-56-1 namenjenih za parenteralnu primenu

Procesni parametri

S obzirom na prethodna iskustva procene uticaja procesnih parametara na veli¢inu i raspodelu
veliine Cestica nanokristala, u razvoju parenteralnih nanodisperzija ovaj deo ispitivanja raden je u
smanjenom obimu. Rezultati su prikazani u tabeli 4.2.3. Kako je pokazano da se pri koris¢enju 20%
kuglica ne dobijaju disperzije zadovoljavajucih osobina, variranje kolic¢ine kuglica je ograniceno na
40% 1 60%. Pri koriS¢enju veée zapremine medijuma za usitnjavanje, odvajanje disperzija od
kuglica bilo je prakti¢no nemoguce. U poredenju sa formulacijama nanokristala za oralnu primenu,
uticaj zapremine kuglica na veli¢inu Cestica bio je jasniji prilikom ispitivanja parenteralnih
disperzija. Znacajne razlike u veli€ini Cestica bile su primecene kod sve tri formulacije (P<0,05,
Student t-test) iako indeks polidisperznosti nije zavisio od posmatranog parametra. Pri koriS¢enju
60% kuglica dobijane su Cestice manje veli¢ine za 20-30 nm. Ovaj podatak ukazuje na znacaj
ispitivanja uticaja procesnih parametara za razvoj formulacija optimalnih karakteristika, posebno
kada je u fokusu mala veli¢ina Cestica.

Tabela 4.2.3. VeliCina cestica (z-ave) i indeks polidisperznosti (PDI) nanokristalnih disperzija
nakon 60 min i1 120 min usitnjavanja pri kori§¢enju razliite zapremine medijuma za usitnjavanje
(srednja vrednost + SD, n=3).

Zap..rem'”a Usitnjavanje 60 min Usitnjavanje 120 min
. medijuma za
Formulacija usitnjavanje
(%, VIV) z-ave (nm) PDI z-ave (nm) PDI
NS2 40 163,1+2,4 0,210+ 0,023 / /
60 143,1+15 0,219 +0,008 / /
NS5 40 3126+84 0,267+0,029 361,6+7,1 0,206 0,042
60 281,2+0,6 0,214+0,013 3985+1,0 0,271+ 0,008
NS6 40 2486 +39 0,191+0,019 286,6+1,9 0,215+ 0,026
60 2115+51 0,189+0,011 232,1+0,6 0,194 + 0,027

Prilikom razvoja preparata za parenteralnu primenu neophodno je odgovoriti na stroze zahteve u
pogledu veli¢ine Cestica (Wang i sar., 2017a). 1z tog razloga ispitan je uticaj dodatnog produzenja
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vremena usitnjavanja u odnosu na uslove postavljene pri razvoju formulacija za oralnu primenu.
Medutim, suprotno pocetnim ocekivanjima, dodatno vreme za usitnjavanje dovelo je do povecanja
veli¢ine Cestica u ispitivanim formulacijama bez obzira na koli¢inu kuglica (Tabela 4.2.3). Moguce
objasnjenje za ovakve rezultate jeste pove¢ana medusobna interakcija ¢estica DK-1-56-1, zbog Cega
su formirani agregati sa veCom veli¢inom Cestica (Peltonen i Hirvonen, 2010). Smanjenje PDI koje
je primeceno u dva slucaja moze biti posledica ujednacavanja veliine Cestica, zbog smanjenja
populacije manjih Cestica.

Formulacioni parametri

Parenteralni put primene ograni¢ava broj stabilizatora koji se mogu koristiti. Za ovaj put primene
odobreni su tipi¢ni nejonski stabilizatori iz grupe polisorbata i poloksamera, te su oni i koriS¢eni u
formulacionim istrazivanjima. Dodatno, iako TPGS jo$ uvek nije zvani¢no odobren za parenteralnu
primenu, njegova ucestala primena kao stabilizatora za nanokristalne disperzije, kao i porast
interesovanja za proucavanje koris¢enja u formulacijama za ovaj put primene (Ahire i sar., 2018),
bili su razlozi za njegovo ukljucivanje u eksperimente. Generalno, stabilizatori se mogu Koristiti u
velikom rasponu koncentracija — od stotog dela koncentracije lekovite supstance do one jednake
koncentraciji lekovite supstance (Van Eerdenbrugh i sar., 2009). 1z tog razloga, prvo je ispitan
uticaj samog polisorbata 80 u razli¢itim koncentracijama na veli¢inu cCestice, a potom je deo
polisorbata 80 zamenjen drugim stabilizatorom — poloksamerom 407, poloksamerom 188 ili TPGS-
om.

Tabela 4.2.4. Veli¢ina Cestica (z-ave), indeks polidisperznosti (PDI) i zeta potencijal (ZP) razvijenih
nanokristalnih disperzija nakon jednog sata i jednog dana od izrade (srednja vrednost £ SD, n=3).

Formulacija Lh 1 dan
z-ave (nm) PDI z-ave (nm) PDI ZP (mV)
NS1 3085+9,1 0,2001+0,032 428,0+45 0,222 +0,035 -
NS2 2749+6,4 0,218+0,023 208,7+3,6 0,221+0,004 -269+2]1
NS3 240,3+1,7 0,228+0,049 540,0+155 0,442 +0,049 -
NS4 2492+48 0,218+0,016 220,7+13 0,215+0,019 -19,8+0,5
NS5 2480+51 0,249+0,026 250,6+58 0,231+0,016 -27,2%0,9
NS6 2348+57 0,228+0,224 2360+0,6 0,224+0,006 -255+0,8

Rezultati formulacionih ispitivanja prikazani su u tabeli 4.2.4. Ocekivano, sa povecanjem
koncentracije polisorbata 80 (NS1, NS2 i NS3), veli¢ina Cestica odmah nakon izrade se smanjila
(Van Eerdenbrugh i sar., 2009). Medutim, nakon jednog dana u formulacijama NS1 i NS3 doslo je
do izraZzene aglomeracije pra¢ene sedimentacijom, dok je u formulaciji NS2 veli¢ina Cestica ostala
oko 200 nm. Moguce je da koncentracija stabilizatora u formulaciji NS1 nije bila dovoljna za
uspesnu stabilizaciju. Interakcija izmedu molekula stabilizatora i Cestica lekovite supstance tokom
usitnjavanja rezultira njihovom adsorpcijom na povrSinu Cestica. Preporucljivo je da se koriste
stabilizatori u koncentracijama ispod kriticne micelarne koncentracije (KMK), kako bi se izbeglo
formiranje micela. U koncentracijama znacajno iznad KMK, micele se takmic¢e u adsopciji na
povrsini Cestica, tako da se ukupna pokrivenost Cestica stabilizatorom smanjuje (Deng i sar., 2010).
Ovo moze objasniti odredene nestabilnosti uocene u formulaciji NS3. Posledi¢no, formulacije NS1 i
NS3 su iskljucene iz daljih eksperimenata.

Dalja formulaciona istrazivanja bila su usmerena ka proucavanju efikasnosti drugih stabilizatora u
kombinaciji sa polisorbatom 80. Poloksamer 188 i poloksamer 407 su kori$¢eni u koncentracijama
nizim od KMK na 25 °C (Kabanov i sar., 2002), a TPGS je koris¢en u koncentraciji ve¢oj od KMK
(Zhang i sar., 2012a). Merenje veli¢ine Cestica pokazalo je da se ispitivani sterni stabilizatori
adsorbuju na povrSinu Cestica i tako povecavaju stabilnost nanokristala (Tabela 4.2.4). Dakle,
dodatak joS jednog stabilizatora formulaciji NS1 doprinosi boljoj stabilnosti formulacije Sto je
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rezultovalo ocuvanjem veliCine Cestica tokom vremena. To je takode potvrdilo prethodno iznetu
pretpostavku o nedovoljnoj koncentraciji stabilizatora u NS1. Kako su formulacije hamenjene za
parenteralni put primene, a tehnika dinamickog rasipanja svetlosti (DLS) ne daje pouzdane podatke
o eventualnom prisustvu cCestica nanokristala ve¢ih od 1 um, veli¢ina Cestica je odredena i
primenom laserske difrakcije. Usled razli¢itih principa na kojima se zasniva odredivanje veli¢ine
Cestica metodom DLS i laserske difrakcije, ocekivano je da se rezultati dobijeni iz istih uzoraka
medusobno razlikuju (Bhattacharjee, 2016). S obzirom da su vrednosti D(v, 0.9) bile daleko ispod 1
pum (Tabela 4.2.5), formulacije NS2, NS4, NS5 i NS6 smatrane su prihvatljivim za pomenuti put
primene (Wang i sar, 2017).

Tabela 4.2.5. Rezultati merenja veli¢ine Cestica metodom laserske difrakcije (srednja vrednost +
SD, n=3).

Formulacija  D(v, 0.1) (um) D(v, 0.5) (um) D(v, 0.9) (um)
NS2 0,0233+£0,0016 0,0851+0,0130 0,3660 + 0,0141
NS4 0,0266 £ 0,0021  0,0778 £0,0082  0,2300 £ 0,0379
NS5 0,0227 £0,0003  0,0704 £0,0007  0,2300 £ 0,0000
NS6 0,0205 £ 0,0007 0,0778 £0,0082  0,2417 £+ 0,0099

Kao jo§ jedan indikator stabilnosti, odreden je zeta potencijal odabranih formulacija (Tabela 4.2.4).
Vrednosti oko -20 mV se smatraju markerima dobre stabilnosti za koloidne disperzije stabilizovane
nejonskim stabilizatorima (Bhattacharjee, 2016). S obzirom da zeta potencijal nije dovoljan za
procenu stabilnosti tokom ¢uvanja, sprovedena je kombinovana analiza sa rezultatima odredivanja
veli¢ine Cestica.

Studija stabilnosti tokom ¢uvanja

Formulacije su ¢uvane na sobnoj temperaturi tokom tri nedelje, a njihova stabilnost procenjena je
na osnovu merenja veli¢ine Cestica, PDI i zeta potencijala nakon dve i tri nedelje od izrade (Tabela
4.2.6). Hidrodinamicki pre¢nik odabranih formulacija se neznatno promenio tokom tri nedelje
cuvanja bez znacajne promene vrednosti PDI (F(1,4) = 0,604, P = 0,480). Sa uskom raspodelom
veli¢ine Cestica, razlike u rastvorljivosti su bile minimalne Sto je zajedno sa slabom rastvorljivoscu
DK-1-56-1 u vodi verovatno sprecilo Ostvaldovo sazrevanje (Wang i sar., 2013). Vrednosti zeta
potencijala ostale su gotovo nepromenjene. Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da su
razvijene disperzije pokazale dobru kratkoro¢nu stabilnost, zadovoljavaju¢u iz aspekta primene
formulacije u fazi preklini¢kih istrazivanja (Merisko-Liversidge i Liversidge, 2011). Ipak, rast
veliine Cestica tokom vremena je neizbezan problem nanokristalnih disperzija tako da je njihova
stabilnost uglavnom ogranic¢ena na kratke periode od dve nedelje (Sharma i sar., 2011), jedan mesec
(Pardeike i Miller, 2010) ili Sest nedelja (Dolenc i sar., 2009). 1z tog razloga, prevodenje disperzija
u ¢vrsto stanje bi bio naredni korak u oCuvanju stabilnosti. Osim za ¢uvanje, ovaj proces bio bi
znacajan za studije odredivanja raspona doze, koje su obavezne za nove lekovite supstance (Ayad,
2015; Chen i sar., 2017).

Tabela 4.2.6. Velicina Cestica (z-ave), indeks polidisperznosti (PDI) i zeta potencijal (ZP) razvijenih
nanokristalnih disperzija nakon dve i tri nedelje ¢uvanja (srednja vrednost + SD, n=3).
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2D topografija

z-ave (nm) PDI ZP (mV)

Formulacija 2 nedelje 3 nedelje 2 nedelje 3 nedelje 2 nedelje 3 nedelje
NS2 219,4+12 221,7+3,0 0,245+0,021 0,244 +0,009 -31,0+0,9 -325+3,0
NS4 2359+16 2348+44 0,219+0,011 0,230+0,008 -275+1,3 -204+12
NS5 2526+59 2479+29 0,239+0,024 0,236 +0,030 -33,4+0,6 -24,0+£0,9

NS6 2469+50 2509+89 0,197+0,021 0,212+0,004 -26,7+0,7 -28,7+0/4

4.2.2. Morfologija nanokristala mikroskopijom atomskih sila (AFM)

lako dinamicko rasipanje svetlosti (DLS) predstavlja mo¢nu metodu za odredivanje veli¢ine Cestica
submikronskih dimenzija, primena ove metode limitirana je na sferne objekte, s obzirom da
obezbeduje informacije o hidrodinamickom pre¢niku. Za Cestice koje nisu sfernog oblika, DLS ¢e
dati vrednost hidrodinamickog radijusa Cestice koja se krece istom brzinom kao nesferna Cestica
(Bhattacharjee, 2016), Sto se mora uzeti u obzir prilikom tumacenja rezultata. Na primer, u sluc¢aju
nanoiglica mogu se dobiti dva pika na dijagramu intenziteta koji bi odgovarali longitudinalnoj i
transverzalnoj dimenziji (Pan i sar., 2007). Dodatno, iako je pogodna za detektovanje znacajnih
problema povezanih sa integritetom i stabilno$éu uzoraka, zbog njene niske rezolucije, nije
primenljiva kao jedina metoda za odredivanje veli¢ine nanocestica i polidisperznosti formulacija
(Caputo i sar., 2019). Zbog toga, za uzorke kod kojih se ofekuje prisustvo nesfernih Cestica,
vizuelizacija nekom mikroskopskom metodom je neophodna za pravilno tumacenje rezultata.
Mikroskopija atomskih sila (AFM) se smatra kao znacajna za karakterizaciju nanokristala posto
daje informacije o obliku i strukturi ¢estica u nanometarskoj rezoluciji (Li i sar., 2021).

AFM slike uzoraka F5, F6 i F8 (disperzije nanokristala DK-1-60-3) su predstavljene na slici 4.2.1.
Moze se videti da su nanokristali bili ujednacene veli¢ine i oblika, i da su rezultati bili u korelaciji
sa onim dobijenim DLS tehnikom. U prvom uzorku cestice su bile dobro dispergovane sa
dimenzijama oko 180 nm (Sirina), 400 nm (duzina) i1 40 nm (visina). U uzorku F6 sa druge strane,
mogu se uociti pojedinac¢ne Cestice, ali i agregati formirani verovatno tokom pripreme uzorka
(susenja). Cestice su bile $iroke oko 130 nm. Sli¢no je primeéeno u uzorku F8.
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Slika 4.2.1. Mikrografije dobijene mikroskopijom atomskih sila uzoraka F5 (prva kolona), F6
(druga kolona) i F8 (tre¢a kolona): 2D topografija uzorka povrSine 2x2 pum (prvi red), greska signal
uzorka povrsine 2x2 pum (drugi red) i profile visine izdvojenih Cestica (tre¢i red).

Na AFM slikama (slika 4.2.2) uzorka NS2 (disperzija nanokristala DK-1-56-1) se takode moze
uoditi veliki broj pojedina¢nih Gestica ali i formiranih agregata tokom isparavanja vode. Cestica
koja je oznacena na slici 4.2.2¢ elipsoidnog oblika imala je dimenzije oko 190 nm (Sirina), 400 nm
(duzina) 1 35 nm (visina). Kada se uporedi sa hidrodinamic¢kim pre¢nikom 249,6 + 3,4 nm,
pomeranje veli¢ine Cestica Se moZe povezati sa njihovim oblikom. Uzimaju¢i u obzir da niska
rezolucija DLS otezava razdvajanje pojedina¢nih dimenzija Cestice, moze se smatrati da su rezultati
AFM u dobroj usaglasenosti sa rezultatima DLS merenja.
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Slika 4.2.2. Mikrografije dobijene mikroskopijom atomskih sila uzorka NS2: (a) greSka signal
uzorka povrsine 5x5 um; (b) 2D topografija uzorka povrsine 5x5 pm; (c) 2D topografija uzorka
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povrsine 2x2 um sa linijom koja oznacava Cesticu izdvojenu za merenje povrsine; (d) 3D
topografija uzorka povrsine 2x2 um i (e) profil veli¢ine oznacene Cestice.

4.2.3. Analiza cvrstog stanja nanokristala diferencijalnom skenirajucom kalorimetrijom (DSC) i
difrakcijom X-zraka na uzorku supstance u obliku praska (XRPD)

Usitnjavanje u tecnom medijumu je visokoenergetski process koji moze dovesti do stvaranja
poremecaja ili cepanja kristalne reSetke lekovite supstance na najslabijim mestima, ili ¢ak da
prouzrokuje amorfizaciju (Steckel i sar., 2003; Wang i sar., 2017a). Odrzavanje kristali¢nosti
lekovite supstance u nanokristalnim disperzijama je korisno za njihovu stabilnost, jer razlika u
rastvorljivosti moze izazvati rast kristala u sistemima koji sadrze smeSu amorfne i kristalne forme
(Chin i sar., 2014; Wang i sar., 2013). Zbog toga neophodno je ispitati da li je tokom procesa
pripreme disperzija doSlo do formiranja defekata kristalne reSetke, polimorfne tranzicije i/ili
amorfizacije lekovite supstance u nanokristalnim disperzijama. UobiCajeno se karakterizacija
¢vrstog stanja vrsi diferencijalnom skeniraju¢om kalorimetrijom (DSC) i difrakcijom X-zraka na
uzorku supstance u obliku praska (XRPD).

Rezultati termalne analize uzoraka nanokristala DK-1-60-3 metodom DSC prikazani su na slici
4.2.3a. S obzirom da je u pitanju kristalna supstanca, DK-1-60-3 se brzo topi nakon zagrevanja sa
oStrim pikom topljenja vidljivim na DSC termogramu. Temperatura pika je bila oko 314 °C, i sli¢ni
rezultati su dobijeni u slucaju fizickih smesa S6 i1 S8. Pik topljenja DK-1-60-3 u fizickoj smesi S5 je
bio za 2 °C nizi, verovatno zbog interakcija izmedu DK-1-60-3 i ekscipijenasa, s obzirom da je
njihova koncentracija bila najvisa u ovoj formulaciji. Pik topljenja u nanokristalnim formulacijama
F5, F6 1 F8 je bio za oko 2 °C nizi u poredenju sa odgovaraju¢om fizickom sme$om, Sto se moze
objasniti manjom veli¢inom Cestica (Medarevi¢ i sar., 2018). Smanjenje temperature topljenja moze
takode biti povezano sa formiranjem defekata kristalne reSetke tokom usitnjavanja, kao
visokoenergetskog procesa (Yang i sar., 2014). Dodatni Siroki pik na 120 °C na termogramima
uzoraka S5, F5, F6 1 F8 moze biti povezan sa rezidualnom vodom i prisustvom PVP.

Sli¢ni rezultati dobijeni su pri zagrevanju nanokristalnih disperzija DK-1-56-1 (slika 4.2.3b). Ova
supstanca se topi na temperaturi oko 312 °C, Sto se vidi na termogramu. Na DSC krivama uzoraka
pripremljenih iz suspenzije (S2) i nanokristalnih disperzija (NS2, NS4, NS5 i NS6) vidi se oStar pik
topljenja na temperaturama od 311,38 do 312,80 °C. Ove minimalne razlike u temperaturi pika
mogu se objasniti normalnim varijacijama pri merenjima, a ne promenama polimorfne forme DK-I-
56-1.
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Slika 4.2.3. Termogrami dobijeni diferencijalnom skeniraju¢om kalorimetrijom uzoraka Ciste
supstance, fizickih smesa (uzorci S) i odgovarajucih nanokristalnih disperzija (uzorci F, odnosno
NS) supstanci (a) DK-1-60-3 i (b) DK-I-56-1.

Da bi se dobio detaljniji uvid u fizicko stanje dobijenih nanokristala, sprovedena je difrakcija X-
zraka na uzorcima pripremljenim na isti nacin kao za DSC. Rezultati su pokazali da je uzorak S5
(suspenzija istog sastava kao formulacija F5) sadrzao pretezno kristalni DK-1-60-3, ali ne i SLS
(slika 4.2.4a). Ovo se moze objasniti amorfnim stanjem SLS, ili uklanjanjem SLS tokom pripreme
uzorka zbog nepotpunog vezivanja za povrsinu Cestice. Promene intenziteta refleksije za kristale
DK-1-60-3 u cistom prasku supstance i S5 mogu se pripisati preferencijalnoj orijentaciji kristala
(prizmati¢noj do igli¢astoj) u dva uzorka. Proces usitnjavanja smanjio je prosecnu veli¢inu kristalita
1 doveo do povecanja formiranih defekata u kristalnoj resetki u F5, §to je tipicno za nanokristale
(Peltonen i Strachan, 2020). Posledi¢no, sa produzenjem usitnjavanja i smanjenjem veli¢ine Cestica,
refleksije na XRPD difraktogramima su bile raSirene (Bates i sar., 2006). Refleksije visokog
intenziteta ispod 10° (20) izgubile su znacajnu koli¢inu intenziteta u uzorcima nanokristala. Ipak,
prili¢no Siroka refleksija oko 5° (20) moze se primetiti u uzorcima sa razli¢itim veli¢inama Cestica.
Kao §to se moze videti na slici 4.2.4b, sa poveanjem intenziteta usitnjavanja, jacina Siroke
refleksije se smanjila, ukazujuci da je nanonizacija bila veoma intenzivan proces. Sli¢ni zakljucci su
izvedeni za uzorke F6 i F8, slika 4.2.4c.
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Slika 4.2.4. Difraktogrami dobijeni metodom difrakcije X-zraka na uzorku supstance u obliku
praska: (a) difraktogrami bulk DK-1-60-3, suspenzije S5 i nanokristalne disperzije F5 razli¢ite
veli¢ine Cestica; (b) difraktogrami nanokristalne disperzije F5 razlicite veli¢ine Cestica u rasponu 26
od 3° do 12°; (c) difraktogrami nanokristalnih disperzija F6 i F8.

U uzorcima sa DK-I-56-1 (slika 4.2.5), takode su prisutne promene zbog smanjenja veli¢ine Cestica.
Visoka bazna linija u nanokristalnim uzorcima bila je verovatno uzrokovana postojanjem amorfnog
sloja polisorbata 80 na osusenim uzorcima (Ali i sar., 2011). Ostri pikovi na 20 4,73; 5,46; 9,87;
16,95 1 17,66° vidljivi na difraktogramu Ciste supstance bili su prisutni na XRPD obrascima uzorka
suspenzije i nanokristala. Ovi pikovi su bili koris¢eni za potvrdu zadrzane kristalne strukture DK-I-
56-1 u ispitivanim uzorcima. Kao i u uzorcima DK-1-60-3, Sirenje pikova u uzorcima nanokristala u
poredenju sa fizickom smeSom 1 Cistom supstancom moze biti okarakterisano kao posledica
smanjenja veli¢ine Cestica, odnosno postojanja nanokristalne faze (Bates i sar., 2006). Interesantno
je da se dva bliska pika na difraktogramu sirovog DK-1-56-1 na 260 6,09° i 6,38° (slika 4.2.5a) ne
mogu videti na difraktogramima nanokristalnih uzoraka. Nestanak ovih signala moze se objasniti
efektom razblaZivanja (Huang i sar., 2013) zajedno sa efektom smanjenja veli¢ine Cestica (Bates i
sar., 2006). Ova tvrdnja moze biti podrzana rezultatima XRPD fizicke smese (S2) u kojem se moze
detektovati samo Sirok pik veoma malog intenziteta, na 6,38° (slika 4.2.5b). Moguce je da se u
nanokristalnom uzorku difrakciona linija dodatno Siri, usled nanonizacije, i potanja ispod bazne
linije.
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Slika 4.2.5. Difraktogrami dobijeni metodom difrakcije X-zraka na uzorku supstance u obliku
praska: (a) bulk DK-1-56-1; (b) suspenzije S2 i (c) odabranih nanokristalnih disperzija (NS2, NS4,
NS5 i NS6).

Otezana analiza XRPD rezultata posledica je nedostatka podataka iz literature vezanih za kristalnu
strukturu DK-1-60-3 i DK-I-56-1, kao ni mogu¢im razli¢itim polimorfnim oblicima. Medutim,
zajedno rezultati DSC i XRPD nesumnjivo su potvrdili kristalno stanje ovih supstanci nakon
nanonizacije. Takode, znacajno je odsustvo signala itrijuma ili cirkonijum-oksida, koji bi poticali od
kuglica koriS¢enth za usitnjavanje, S§to ukazuje da nema oneciS¢enja od ovih materijala.
Kontinuirano Sirenje pikova koje se javlja kod nanokristalne faze nekada moze otezati interpretaciju
rezultata. Medutim, kombinacijom ove metode sa metodom DSC mozZe se razlikovati nanokristalna
od amorfne faze, u zavisnosti od prisustva staklastog prelaza na termogramu (Gibson, 2016).
Nanokristali se mogu smatrati kao medufaza izmedu pravih kristala i amorfnih materijala, Cije
fizicke osobine zavise od veliCine kristala (Peltonen i1 Strachan, 2020).

4.2.4. Ispitivanje brzine rastvaranja

Smanjenjem veliCine Cestica, povecava se brzina rastvaranja supstanci, u skladu sa Noyes-Whitney
jednacinom (Dolenc 1 sar., 2009; Yang i sar., 2014). Medutim prilikom analize brzine rastvaranja
nanokristala, najveca prepreka je razdvajanje nerastvorenih Cestica od rastvorene lekovite supstance
(Chen i sar., 2017). Metoda sa dijaliznim vreCicama, kao separaciona metoda je pogodna za
prevazilazenje pomenute prepreke. Ova metoda se moze sprovesti na dva nac¢ina — kao direktna i
reverzna. Kod direktne metode, uzorak se postavlja u dijaliznu vrecicu, a uzorkovanje se vrsi iz
akceptorskog medijuma u unapred odredenim vremenskim tackama. Indirektna metoda
podrazumeva punjenje dijalizne vre¢ice medijumom i postavljanje u ve¢u koli¢inu medijuma u koju
se zatim dodaje uzorak koji se ispituje. Koncentracija rastvorene lekovite supstance se zatim
odreduje u medijumu iz dijalizne vrecice. U oba slucaja prolazak rastvorene lekovite supstance iz,
odnosno u dijaliznu vreéicu voden je difuzijom (Chidambaram i Burgess, 1999; Moreno-Bautista i
Tam, 2011). Razvojem reverzne metode, zapravo se postiZe razblazivanje disperzije, pa nanokristali

postaju izloZeni velikoj koli¢ini medijuma ¢ime se oponaSaju uslovi nakon parenteralne primene
(Levy i Benita, 1990).

Prilikom odabira medijuma, kao S§to je ve¢ reCeno u uvodu, neophodno je omoguciti sporo

rastvaranje lekovite supstance, kako bi se mogle uociti razlike medu formulacijama (Liu i sar.,

2013). Kako je rastvorljivost DK supstanci u vodi veoma niska, za medijum je koriS¢ena smeSa

preciS¢ene vode 1 izopropanola, kako bi se sprecili problemi pri detektovanju koncentracija u

uzorcima usled velikih razblaZzenja. Koncentracija izopropanola je podeSena tako da se spreci

trenutno rastvaranje Citave koli¢ine formulacije, uzimajuéi u obzir i razblazenje u reverznoj metodi.
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Nakon Sto je dodatak izopropanola u koncentraciji 20% u potpunosti rastvorio formulaciju
nanokristala u roku od nekoliko minuta, smanjenjem koncentracije na 10% je postignut Zeljeni cilj.
Dobijeni medijum se ne moze smatrati biorelevantnim, tako da se sprovedena ispitivanja mogu
tumaciti samo u smislu medusobnog poredenja razli¢itih formulacija nanokristalnih disperzija i
poredenja nanokristalnih disperzija sa odgovaraju¢im grubim dipserzijama ili ¢istom supstancom.

Profili brzine rastvaranja nanokristalnih disperzija (F5, F6 i F8), korespodentnih suspenzija (S5, S6
I S8), ali i Ciste supstance DK-1-60-3 prikazani su na slici 4.2.6. Sadrzaj DK-1-60-3 u pomenutim
formulacijama nanokristala bio je 93,79 = 2,86%, 94,89 + 1,36% i 92,32 = 2,99%, respektivno,
izrazeno u procentima u odnosu na teorijsku koncentraciju. lz rezultata ispitivanja brzine
rastvaranja moze se primetiti da razlike izmedu suspenzije i odgovaraju¢e nanosuspenzije nisu bile
izrazene, Sto bi se, prema Noyes—Whitney jednacini, moglo ocekivati. Razlog se moze pronaci u
samoj primenjenoj metodologiji u kojoj se dijalizna membrana ponaSa kao barijera za prolazak
rastvorene supstance, ili u veoma slaboj rastvorljivosti DK-1-60-3 u koris¢enom medijumu (17,12 +
0,07 g/ml) (Liu 1 sar.,, 2013). Veli¢ina Cestica nanokristala u dijaliznim vre¢icama nakon
eksperimenta nije bila znacajno promenjena (P > 0,05, Student t-test, Tabela 4.2.7) §to potvrduje
izraZen uticaj dijalizne membrane na rastvaranje. Stoga, metoda ispitivanja brzine rastvaranja sa
dijaliznim vre¢icama najverovatnije nije dala istinski profil rastvaranja, $to je i upozoreno u radu
Moreno-Bautista i Tam (2011) za koloidne sisteme. Ipak, ovo ispitivanje moZe posluziti za
poredenje razli¢itih formulacija. Iako se mogu uociti samo diskretne razlike izmedu profila
rastvaranja na slici 4.2.6, postoji ocigledan razli¢it trend u kinetici rastvaranja izmedu
nanokristalnih disperzija i fizi¢kih smesa. Dok je kod suspenzija plato postignut nakon cetiri sata
ispitivanja, brzina rastvaranja nanokristala nije promenjena.

20 5

—%—F5—e—S5—4A—F6—v—S56
—— F8 —«— S8 —»— DK-I-60-3

% rastvorenog DK-I-60-3

Vreme (h)

Slika 4.2.6. Profili ispitivanja brzine rastvaranja nanokristalnih disperzija (F5, F6 i F8). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost £ SD, n=3 (P < 0,05: F5 vs. S5 (20 min), F5 vs. S5 (60 min); F6 vs.
S6 (20 min), F6 vs. S6 (60 min), F6 vs. S6 (8 h); F8 vs. S8 (60 min), F8 vs. S8 (2 h), F8 vs. S8 (8
h); F5 vs. F6 (4 h), F5 vs. F6 (8 h); F6 vs. F8 (4 h), F6 vs. F8 (8 h); F5 vs. DK (20 min); F6 vs. DK
(20 min), F6 vs. DK (2 h), F6 vs. DK (4 h), F6 vs. DK (8 h); F8 vs. DK (8 h), univarijantna
ANOVA).
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Tabela 4.2.7. Veli¢ina Cestica (z-ave) i indeks polidisperznosti (PDI) pre i nakon ispitivanja brzine
rastvaranja (srednja vrednost + SD, n=3).

Formulacija z-ave (nm) PDI
13 "pre eksperimenta Posle eksperimenta Pre eksperimenta Posle eksperimenta
F5 164,1+5,2 166,7 + 2,8 0,208 + 0,013 0,195 + 0,014
F6 1505+ 3,1 1479+ 0,4 0,196 + 0,007 0,236 + 0,009
F8 176,4 + 6,1 186,3+ 1,6 0,186 + 0,012 0,185 + 0,015
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Slika 4.2.7. Profili brzine rastvaranja bulk DK-1-56-1, nanokristalnih disperzija i odgovarajucih
suspenzijaa) NS2 i S2; NS4 i S4; NS5 i S5; NS6 i S6. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
SD, n=3; *, ** | ***: P <(0,05;P<0,01iP<0,001zaNSvs.S; +, ++i+++:P<0,05P<0,01iP

< 0,001 za S vs. DK-1-56-1, respektivno.

Profili brzine rastvaranja Ciste supstance DK-1-56-1, nanokristalnih disperzija (NS2, NS4, NS5 i
NS6) i korespondirajucih fizickih smesa (S2, S4, S5 1 S6) su prikazani na slici 4.2.7. Rastvaranje
DK-1-56-1 iz fizickih smeSa je neznatno zavisilo od pomo¢nih supstanci, kada se uporedi sa
rastvaranjem Cistog DK-1-56-1. Sli¢ni rezultati mogu se naci za supstance kao $to su aripiprazol (Xu
i sar., 2012), herpetrion (Guo i sar., 2013), fenofibrat (Yang i sar., 2014) i ritonavir (Karakucuk i
sar., 2019). Sa druge strane, nanonizacija je povecala brzinu rastvaranja u formulacijama NS2, NS5
1 NS6, ali ne i u NS4, kad se uporedi sa odogovaraju¢im fizickim smeSama. Moguce je da je doslo
do agregacije Cestica u NS4 prilikom razblazivanja na 37 °C, Sto je dovelo do sli¢ne brzine
rastvaranja nanosuspenzije i1 odgovaraju¢e grube disperzije. Zaista, Deng 1 saradnici (2010)
primetili su u jednoj od formulacija nanokristala paklitaksela stabilizovanih poloksamerom 407, da
je doslo do povecanja veliCine Cestica nakon razblaZzenja i inkubacije na 37 °C. Dobijene rezultate
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objasnili su inhibicijom adsorpcije ovog surfaktanta na povrSinu nanokristala na viSim
temperaturama, S$to povecava sklonost ka agregaciji. Od svih formulacija, najveci uticaj
nanonizacije na brzinu rastvaranja je bio u sluc¢aju formulacije NS2. Ipak, uprkos znacajnom
dvostrukom povecanju, rastvaranje je 1 dalje bilo ograniceno veoma slabom rastvorljivoscu (Ganta i
sar., 2009; Yang i sar., 2014) pri ¢emu je oko 63% DK-I-56-1 bilo rastvoreno za 3 h. Opisani
rezultati razlike brzine rastvaranja mogu bez sumnje biti povezani sa manjom veli¢inom cCestica.

4.2.5. Ispitivanje stabilnosti nanokristala DK-1-60-3 u fosfathom puferu

Dobro je poznato da stabilnost nanokristala moze biti naruSena u gastrointestinalnom traktu.
Elektrostaticko odbijanje nanokristala moze biti inhibirano pri visokim koncentracijama kiselina §to
dovodi do agregacije Cestica (Li i sar., 2021). Iz tog razloga je ispitivana stabilnost nanokristala
DK-1-60-3 u razli¢itim medijumima. Pra¢eni su veli¢ina Cestica 1 indeks polidisperznosti kao
osnovni indikatori stabilnosti ka agregaciji, tokom inkubiranja odabranih nanokristalnih disperzija
(F5, F6 i F8) u fosfathom puferu pH vrednosti 6,8, imitiraju¢i na taj na¢in bioloske uslove u tankom
crevu. Rezultati su prikazani na slici 4.2.8a. Veli¢ina Cestica se znacajno menjala nakon jednog (F6
i F8) ili dva sata (F5) od pocetka inkubiranja (P < 0,05), mada prakti¢no izrazeno povecanje
veli¢ine Cestica bilo je detektovano samo u formulaciji F8. U ovom uzorku nakon osam casova
inkubiranja veli¢ina Cestica povecala se za oko 50 nm. Povecanje veliine Cestica bilo je praceno
poveéanjem PDI. Zanimljivo je da, uprkos ociglednom poveéanju vrednosti indeksa
polidisperznosti 1 statisticke znaCajnosti kada se posmatra celokupan eksperiment (F(6,12) =
10,390; P < 0,001, ANOVA sa ponavljanjem), povecanje ovog parametra bilo je postepeno, usled
Cega se ne detektuju statisticki znacajne razlike izmedu susednih vremenskih ta¢aka (P > 0,05). U
formulaciji F5 povecanje PDI je primeceno na samom pocetku eksperimenta, a zatim je ovaj
parametar bio gotovo konstantan do kraja pracenja, zadrzavaju¢i vrednosti ispod 0,220. Moze se
zakljuciti da je formulacija F5 pokazala dobru stabilnost tokom osmocasovnog inkubiranja u
fosfatnom puferu, verovatno, zahvaljujuéi odgovarajuc¢oj kombinaciji stabilizatora. Ova formulacija
sadrzi najvecu koncentraciju PVP, ¢ime je potvrden znacaj koriS¢enja kombinacije jonskog
surfaktanta i polimernog stabilizatora u zadrzavanju stabilnosti.
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Slika 4.2.8. (a) Veli¢ina Cestica (z-ave) i indeks polidisperznosti (PDI) odabranih nanokristalnih
formulacija (F5, F6 i F8) tokom inkubiranja u fosfatnom puferu (pH 6,8); (b) rastvorljivost DK-I-
60-3 u nanokristalnim disperzijama (F5, F6 1 F8) 1 odgovaraju¢ih suspenzija (S5, S6 1 S8) u
razli¢itim medijumima na 37 °C.
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4.2.6. Ispitivanje rastvorljivosti nanokristala

Rastvorljivost DK-1-60-3 u obliku nanokristalne disperzije, kao i u formi odgovarajuc¢e grube
disperzije odredena je u visokoprecis¢enoj vodi (pH ~ 5,5), 0,1 M hlorovodoni¢noj kiselini (pH 1,2)
1 u fosfatnom puferu (pH 6,8) nakon dodavanja odredene koli¢ine uzorka odgovaraju¢em medijumu
I inkubiranju na 37 °C tokom 24 h. Rezultati su prikazani na slici 4.2.8b. U preformulacionim
istrazivanjima pokazano je da rastvorljivost ¢istog praSka DK-I-60-3 nije znacajno zavisila od pH
vrednosti, 1 ovo je potvrdeno i kod uzoraka suspenzija. Sa druge strane, rastvorljivost nanokristala
je bila znacajno drugacija u razli¢itim medijumima. U visokopreci§¢enoj vodi rastvorljivost je bila
tri do devet puta ve¢a u odnosu na suspenziju sa istim sastavom (P < 0,05, Student t-test). Slicni
rezultati publikovani su za nanosuspenziju cefdinira (Sawant i sar., 2016). Povecanje saturacione
rastvorljivosti je ocekivano prema Ostwald—Freundlich jednacini (Miiller i sar., 2011) zbog
smanjenja veliCine Cestica, ali takode 1 kao posledica promena u energiji kristalne reSetke (Sawant 1
sar., 2016).

U druga dva ispitivana medijuma, pak rastvorljivost je znaCajno smanjena $to je ukazalo na
naruSenu stabilnost zbog niske pH vrednosti i/ili visoke jonske jadine. Zanimljivo je da je
rastvorljivost DK-I-60-3 u 0,1 M hlorovodoni¢noj kiselini u uzorcima nanokristala bila smanjena na
vrednosti sli¢ne kao u uzorcima suspenzije (P = 0,563 i 0,965 za F5 vs. S5, i F6 vs. S6, respektivno,
Student t-test) osim u sluc¢aju F8 (P < 0,01, Student t-test). U ovoj formulaciji rastvorljivost DK-I-
60-3 u 0,1 M hlorovodoni¢noj kiselini je bila iznenadujuce visoka. NajviSa rastvorljivost u
fosfatnom puferu je postignuta u slucaju F5 formulacije, u kojoj je koncentracija PVP bila najvisa.
Dodatak polimernih stabilizatora se smatra povoljnim za smanjenje uticaja jona na stabilnost
nanokristala (Liversidge i Cundy, 1995). Dobijeni rezultati su u skladu i sa rezultatima inkubiranja
nanokristala u fosfatnom puferu.

Promena rastvorljivosti DK-1-56-1 kada je supstanca u formi nanokristala procenjena je na drugi
nacin. Nanokristalne disperzije su centrifugirane i koncentracija DK-I-56-1 je odredena u
supernatantu LC-MS metodom. Pored toga, napravljena je poredbena gruba disperzija (S2) istog
sastava kao formulacija NS2, i tretirana je na isti nacin. Znacajno je povecana rastvorljivost u svim
formulacijama nanokristalnih disperzija, $to je verovatno posledica smanjenja veli¢ine Cestica, u
skladu sa Ostwald-Freundlich jednac¢inom (Tabela 4.2.8). Iznenadujuce, koncentracija DK-I-56-1 u
gruboj disperziji bila je niZa od saturacione rastvorljivosti u vodi (6,27 + 0,74 pg/ml), verovatno jer
nije postignuta maksimalna rastvorljivost. Naime, suspenzija je centrifugirana relativno brzo nakon
pripreme, pa nije postignuta rastvorljivost kao u shake-flask metodi koja podrazumeva meSanje
uzorka tokom 24 h.

Tabela 4.2.8. Rastvorljivost DK-1-56-1 u suspenziji S2, nanokristalnim disperzijama (NS2, NS4,
NS5 1 NS6) i rastvorima stabilizatora u razli¢itim koncentracijama (srednja vrednost £ SD, n=3).

Formulacija  Rastvorljivost (ug/ml) Rastvor stabilizatora Rastvorljivost (ug/ml)
S2 0,52 £ 0,04 polisorbat 80 (0,2%) 63,61+ 1,91
NS2 147,00 £ 2,20 polisorbat 80 (0,1%) 56,42 + 4,07
NS4 109,51 + 1,90 polisorbat 80 (0,05%) 14,73 £ 0,49
NS5 96,18 £ 0,94 poloksamer 407 (0,05%) 7,12 +£0,18
NS6 96,99 + 4,25 poloksamer 188 (0,05%) 8,79 £0,30

TPGS (0,05%) 13,66 + 0,52

S obzirom na to da do povecanja rastvorljivosti moze do¢i i usled formiranja micela stabilizatora i

posledi¢ne micelarne solubilizacije, odredena je saturaciona rastvorljivost DK-1-56-1 u rastvorima

stabilizatora istih koncentracija kao u nanokristalnim formulacijama. Kao §to je ocekivano,

rastvorljivost je bila povecana u rastvorima sa stabilizatorima u koncentraciji vecoj od kriti¢ne

micelarne koncentracije (polisorbat 80 i TPGS), dok je u rastvorima poloksamera rastvorljivost bila
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bliska onoj u vodi. Dodatno sa povecanjem koncentracije polisorbata 80, rasla je i rastvorljivost
DK-1-56-1. Medutim, u svim ispitivanim uslovima, rastvorljivost je i dalje bila znafajno manja
nego u nanokristalnim formulacijama. Iako doprinos micelarne solublizacije moZe objasniti vece
vrednosti u formulaciji NS2 u odnosu na druge formulacije, i dalje je smanjenje veli¢ine Cestica
dovelo do najmanje 10 puta vece rastvorljivosti DK-1-56-1 u vodi u odnosu na supstancu in bulk.

4.2.7. Ispitivanje stabilnosti nanokristala DK-I-56-1 u prisustvu proteina

Jedan od znacajnih aspekata prilikom razvoja parenteralnih formulacija jeste proucavanje njihovog
ponaSanja u biorelevantnom medijumu, posebno medijumu oboga¢enom proteinima. Stabilnost u
takvim medijumima predstavlja i jedan od predloZenih koraka prilikom ispitivanja sklonosti
nanocCestica ka agregaciji (Calzolai, 2016). Nakon parenteralne primene, veoma brzo, u roku od
nekoliko sekundi ili minuta, nanoCestice mogu interagovati sa razli¢itim proteinima, pri ¢emu se
formira omota¢ nazvan proteinska korona. Ova promena fizickohemijskih osobina moze promeniti
povrsinske karakteristike i potencijalno izazvati imunski odgovor, modifikovati biodistribuciju,
toksicnost 1 ciljanu isporuku. Adsorpcija proteina zavisi od veliine i oblika Cestica, ali 1 od
molekulskih interakcija hemijskih grupa sa povrSine Cestica, odnosno stabilizatora i ostataka
aminokiselinskih grupa proteina. Ova ispitivanja se mogu sprovoditi sa fetalnim govedim serumom,
ili se mogu koristiti razli¢iti proteini, kao $to su albumin (negativno naelektrisan na fizioloskoj pH
vrednosti) i lizozim (pozitivno naelektrisan na fizioloskoj pH vrednosti) ili ¢ak humana plazma. S
obzirom da je u plazmi najzastupljeniji protein albumin, ocekivno je da on najviSe doprinese
formiranju proteinske korone (Agrahari i sar., 2019), te je on izabran za ispitivanja, konkretnije
govedi serum albumin (BSA).

Vezivanje proteina moze se analizirati metodom dinamickog rasipanja svetlosti, nakon inkubiranja
nanocestica sa proteinima u fosfatnom puferu na 37 °C (Dong i sar., 2011). Rezultati su prikazani u
tabeli 4.2.9 1 na slici 4.2.9. Inicijalno, proucavana je veli¢ina BSA u fosfatnom puferu (PBS, pH
7,4). Na dijagramu su se nalazila dva pika, jedan veceg intenziteta na 6,3 + 0,3 nm i drugi znacajno
manjeg intenziteta na 65,3 + 0,3 nm koji verovatno poti¢e od agregata. Formulacije NS2 i NS4 su
odabrane za ispitivanja, i inkubirane u PBS-u, odnosno medijumu koji se sastoji od 0,1% ili 1,0%
BSA u PBS tokom jednog sata na 37 °C. Merenja su radena u intervalima od 10 minuta. Obe
formulacije su bile stabilne u PBS-u, tokom celokupnog ispitivanja, sa neznatnim promenama u z-
ave 1 PDI (Tabela 4.2.9.). Parametri veli¢ine Cestica u PBS-u razlikovali su se od izmerenih
vrednosti u visoko precis¢enoj vodi (za NS2 z-ave 158,0 + 2,3 nm, PDI 0,203 + 0,019; za NS4 z-
ave 241,6 = 3,8, PDI 0,210 £0,023) zbog promene jonske jacine i1 vrste vehikuluma u kojem je
radeno merenje (Bhattacharjee, 2016). Tokom inkubiranja sa disperzijama proteina u PBS-u, pri
nizoj koncentraciji BSA (0,1%), nije primeéena znaCajna promena posmatranih parametara, u
poredenju sa istim parametrima u samom PBS-u. Ovakav rezultat moze ukazati na odsustvo
vezivanja proteina, ali s obzirom da pik koji potice od samog BSA nije uoCen na dijagramima,
takode moze biti posledica niske rezolucije koriS¢ene metode.

Tabela 4.2.9. Veli¢ina cestica (z-ave) i indeks polidisperznosti (PDI) pre i nakon inkubiranja
nanokristalnih disperzija NS2 i NS4 u razli¢itim medijumima (srednja vrednost + SD, n=3).

Formulacija 0h Lh
z-ave (nm) PDI z-ave (nm) PDI

NS2 u PBS 1539+16 0,202+0,008 163,0+0,5 0,187 +0,009
NS2u 0,1% BSA/PBS 1538+12 0,181+0,019 1616+21 0,186+0,016
NS2u 1,0% BSA/PBS 161,0+13 0,251+0,020 1652+0,6 0,250 + 0,009

NS4 u PBS 206,9+55 0,205+0,032 2052+21 0,201+0,002
NS4 u0,1% BSA/PBS 1993+45 0,224+0,034 1869+22 0,188 +0,010
NS4 u 1,0% BSA/PBS 146,1+89 0,457+0,068 1452+0,8 0,358+ 0,004
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Medutim, pri koriS¢enju veée koncentracije BSA (1,0%), pokazale su se znacajne razlike u
ponasanju ispitivanih formulacija (Tabela 4.2.9). Kod formulacije NS2 doSlo je do povecanja
veli¢ine Cestica i PDI, §to je ukazalo na vezivanje albumina (Slika 4.2.9, levo). Posto se parametri
nisu menjali tokom vremena, adsorpcija se moze smatrati trenutnim procesom. U slucaju
formulacije NS4 pak, z-ave je bio smanjen, a PDI znacajno povecan, ukazujuéi na veoma Siroku
distribuciju veli¢ina. Na dijagramu veli¢ine mogao se primetiti pik koji potice od nevezanog
albumina (na oko 7 nm) i od nanokristala (na oko 180 nm, slika 4.2.9, desno), Sto objasSnjava
dobijene vrednosti z-ave i PDI. Dakle, prilikom inkubiranja NS4 formulacije nije doSlo do
adsorpcije albumina. S obzirom da je razlika u ispitivanim formulacijama bila samo u kori§¢enim
stabilizatorima, moze se zakljuciti da su oni kljuéni za interakciju sa proteinima. Dobro je poznato
da polisorbat 80 olakSava vezivanje apolipoproteina A-I i/ili E, i na taj nacin doprinosi endocitozi
posredovanoj receptorima kroz krvno-mozdanu barijeru (Agrahari i sar., 2019). Daljim ispitivanjem
bi se procenio znacaj ovih razlika u formulacijama nakon primene in vivo.
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Slika 4.2.9. Dijagrami veli¢ine Cestica dobijeni metodom dinamickog rasipanja svetlosti
nanokristalnih disperzija NS2 (levo) i NS4 (desno) u medijumu sa 1,0% BSA u PBS-u.
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4.2.8. Liofilizacija nanokristalnih disperzija DK-1-56-1

Odabir koncentracije lioprotektanta i sredstva za dopunjavanije

Razlic¢iti faktori mogu uticati na redisperzibilnost nanokristala suSenih smrzavanjem. Kako bi se
spreCila agregacija nanoCestica tokom liofilizacije, dodaju se krioprotektanti i lioprotektanti u
razli¢itim koncentracijama. U tu svrhu uobicajeno se dodaju disaharidi kao Sto je saharoza ili
trehaloza, 1 ovi ekscipijensi najeSce istovremeno imaju ulogu i krioprotektanta i lioprotektanta.
Stoga, radi lakSeg pracenja rezultata saharoza i trehaloza ¢e biti oznafene kao lioprotektanti.
Pokazano je da vrsta i koncentracija ovih ekscipijenasa imaju snaZzan uticaj na redisperzibilnost
(Jakubowska i sar., 2022), te je odabir lioprotektanta bio prvi korak u preliminarnoj studiji.
Formulacija koja je koriS¢ena (NS4) je namenjena za parenteralnu primenu tako da ove pomoc¢ne
supstance mogu istovremeno imati ulogu sredstva za izotonizaciju, s obzirom da nanokristali kao
nerastvorene Cestice ne doprinose znac¢ajno toni¢nosti formulacije. Stoga je inicijalna koncentracija
bila podeSena na onu koncentraciju koja daje izotoni¢an rastvor. Rezultati analize veli¢ine Cestica
nakon redispergovanja su prikazani na slici 4.2.10. Mantiol nije sprecio agregaciju (RDI oko 60%)
ni u jednoj koncentraciji (5% i 10%), $to je i bilo o¢ekivano uprkos njegovom ¢estom koris¢enju u
liofilizaciji nanokristala. Manitol se moZe pre smatrati sredstvom za dopunjavanje nego
lioprotektantom, pa efekti stabilizacije nisu izrazeni (Trenkenschuh i Friess, 2021).
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Slika 4.2.10. Srednji hidrodinamicki prec¢nik (z-ave), indeks polidisperznosti (PDI) i indeks
redisperzibilnosti (RDI) pre 1 nakon liofilizacije sa razli€itim odnosima saharoze 1 manitola (z-ave:
*, ** | *** 73 P < 0,05, 0,01 i 0,001, respektivno, PDI: +, ++ i +++ za P < 0,05, 0,01 i 0,001,
respektivno).

Naprotiv, kada je saharoza koriS¢ena samostalno (S 10%) nije doSlo do agregacije, PDI nije bio
znagajno promenjen, a RDI je bio oko 95%. Seéeri, kao §to je saharoza su lioprotektanti izbora za
mnoge nanoCesticne formulacije. Fleksibilna struktura disaharida doprinosi stabilizacionom
mehanizmu vitrifikacije ili izolacije Cestica kao 1 zamene vode (Yue i sar., 2013; Yue i sar., 2014).
Koncentracija 10% saharoze je takode bila pogodna za stabilizaciju razli¢itih nanocesti¢nih
formulacija (Trenkenschuh i sar., 2021). Primecen kozast prevoj na povrSini kolada ne
podrazumeva nuzno neadekvatan kvalitet ukoliko su drugi parametri nepromenjeni (u ovom slucaju
ukoliko nije doslo do agregacije). Moguce je da je obrazovana struktura formirana tokom separacije
faza u toku smrzavanja, ne uti¢u¢i na dinamiku susenja (Patel i sar., 2017).

Kao §to je prethodno re¢eno, manitol se retko koristi kao krioprotektant zbog visoke tendencije ka
kristalizaciji. CeSée se koristi kao sredstvo za dopunjavanje, omoguéujuéi mehani¢ku potporu
kolacu (Trenkenschuh 1 Friess, 2021). Stoga, ispitan je dodatak manitola u razliitim
koncentracijama i efekat na stabilnost. Kada su koriS¢ene razli¢ite kombinacije saharoze i manitola
u ukupnoj koncentraciji 10% (S+M 2+1 10%, S+M 3+2 10% i S+M 1+1 10%) nije doslo do
agregacije. Veli¢ina Cestica je ostala gotovo ista i PDI je bio nizi od 0,200, §to je znak ujednacene
veli¢ine Cestica. Medutim kada je odnos saharoze i manitola bio 2:1 (S+M 2+1 10%), kolac je
kolabirao §to je bio razlog da se ova formulacija ne uklju¢i u naredne eksperimente. U ovom
slu¢aju, moguce je, da sa nizom koncentracijom manitola u smeSi sa saharozom manitol nije
potpuno kristalisao tokom smrzavanja, Sto je dovelo do kolapsa. Kako bi se ovo sprecilo
preporucuje se ukljucivanje koraka temperiranja (engl. annealing step) tokom suSenja smrzavanjem
(Johnson i sar, 2002).

Nakon rekonstitucije proverena je osmolalnost formulacija S 10%, S+M 1+1 10% i S+M 3+2 10%.
Dobijene vrednosti bile su 345, 495 i 475 mOsm/kg, za navedene formulacije, respektivno. U cilju
dobijanja izotoni¢nih formulacija ukupna koncentracija aditiva je smanjena na 6% (S+M 2+1 6%).
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U ovoj formulaciji uprkos dobrom izgledu kolaca veli¢ina Cestica i PDI su bili znac¢ajno povecani, a
RDI je smanjen na vrednosti ispod 80%, $to je ukazalo na nedovoljnu koncentraciju saharoze. Ovo
je oznaceno kao neprihvatljivo, pa pomenuta formulacija nije dalje ispitivana. lako je pozeljno
koristiti izotonicne formulacije, primena parenteralnih hipertoni¢nih preparata je prihvatljiva,
posebno kada se stabilnost formulacija oslanja na ekscipijense koji doprinose toni¢nosti (Wang,
2015). Na osnovu rezultata ovog dela istrazivanja za studiju stabilnosti izabrane su tri formulacije:
S 10%, S+M 1+1 10% i S+M 3+2 10%.

Odredivanije temperature staklastog prelaza maksimalno krio-koncentrovanog rastvora (Tq’)

Temperatura staklastog prelaza maksimalno krio-koncentrovanog rastvora (Tg’) je odredena
diferencijalnom skeniraju¢om kalorimetrijom. Ovaj parametar je bio procenjen u vodenim
rastvorima lioprotektanata i punioca u istoj koncentraciji kao u formulacijama nanokristala
(oznacenim kao placebo) ili u uzorcima spremnim za liofilizaciju (oznacenim kao nanokristalne
disperzije). Vrednosti Tg” u uzorcima sa saharozom prikazane u tabeli 4.2.10 su odgovarale
literaturnim podacima (Meng-Lund i sar., 2019). Termalni dogadaj koji bi mogao biti okarakterisan
kao eutekticka temperatura nije bio detektovan ni u jednom uzorku. Vrednosti Tg’ nisu se znacajno
razlikovale izmedu placebo uzoraka i nanokristalnih disperzija. lako u nekim sluc¢ajevima dodatak
nanokristala moze dovesti do manjih promena Tg’ (Gol i sar., 2018), one uglavnom nisu znacajne.
Cestice nanokristala treba da budu prisutne u krio-koncentrovanom regionu tokom smrzavanja (Yue
1 sar., 2014), medutim one bi ostale dispergovane kao kristalne strukture, odvojene od zamrznutog
rastvora krioprotektanata. U tom smislu, parametar Tg’ bi zavisio samo od krioprotektanata (Holzer
i sar., 2009).

Tabela 4.2.10. Temperatura staklastog prelaza maksimalno krio-koncentrovanog rastvora (Tg’)
uzoraka bez nanokristala (placebo) i sa nanokristalima (nanokristalna disperzija).

Formulacija Ty’ (°C)
placebo nanokristalna disperzija
S 10% -32,00 -32,00
S+M 1+1 10% -39,00 -38,96
S+M 342 10% -38,96 -38,58

Tokom smrzavanja, kako se temperatura snizava dolazi do separacije faza i formiranja dva regiona
u uzorku — kristali leda i krio-koncentrovani (ili nano-koncentrovani) deo. U drugom delu, odnosno
u krio-koncentrovanom rastvoru, rastojanje izmedu Cestica se smanjuje i poveéava moguénost za
agregaciju. U prisustvu krioprotektanata, na temperaturi ispod Tg’ ova faza se transformiSe u
staklasto stanje u kome su Cestice imobilisane. Stoga, za efikasnu stabilizaciju, faza smrzavanja
treba da bude sprovedeno ispod Tg’ (Abdelwahed i sar., 2006b; Yue i sar., 2014) i ovaj uslov je
ispunjen u oba procesa liofilizacije, dok se brzina smrzavanja moze smatrati slicnom. Primarno
susenje takode se oslanja na ovaj parametar. U ovoj fazi liofilizacije, temperatura formulacije treba
da bude ispod kriti¢ne temperature formulacije (CFT). Na ovoj temperaturi, unutrasnja struktura
uzorka se menja, dovode¢i do znacajnih promena u specifi¢noj povrSini u strukturi kolaca ili do
gubitka strukture. Smatra se da je CFT uglavnom za oko 2-5 °C viSa od odgovarajuc¢e Tg’ .
Medutim, pokazano je da je dizajn formulacije takode bitan faktor za stabilnost, posebno kada je
obezbedena sterna zastita stabilizatorima nanokristala (Beirowski i sar., 2011b). Stavise, dodatak
sredstva za dopunjavanje omogucuje sprovodenje primarnog susenja na temperaturi iznad Tg’ ili
CFT. U tom slucaju, amorfni materijal nije dovoljno rigidan da podrzi sopstvenu masu, te
mehani¢ka potpora obezbedena kristalnim konstituentom sprecava makroskopski kolaps (L
Remmele i sar., 2012).
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U ovom istrazivanju nije primecen kolaps kolac¢a u uzorku koji je sadrzao samo saharozu, uprkos
visokoj temperaturi primarnog susenja (-10 °C). Za ekscipijense kao Sto je manitol koji su skloni
kristalizaciji, primarno susenje se moze sprovesti na temperaturi odmah ispod eutekticke tacke (-1,5
°C), tako da kombinacija saharoze i manitola moze imati prednosti oba sistema. Sa dovoljno
manitola (minimum 30%) struktura kolaca je obezbedena kristalnom reSetkom cak i kada se
primarno susenje sprovodi na temperaturi -10 °C, dok bi amorfna saharoza obezbedila stabilizaciju
nanokristala (Johnson i sar., 2002). Kolaps kola¢a u uzorku S+M 2+1 10% je u skladu sa ovim
objasnjenjem. U ovom uzorku manitol verovatno nije bio u potpunosti kristalan zbog niske
koncentracije (Kim i sar., 1998).

Procena stabilnosti u studiji zamrzavanja i odmrzavanja

Kao poslednji korak u preliminarnoj studiji, procenjena je stabilnost nanokristala pri smrzavanju, s
obzirom da je ovaj korak okarakterisan kao kriticna faza u liofilizaciji mnogih nanocesti¢nih
sistema. Formulacije su nakon dodatka odabranih koncentracija saharoze i manitola zamrznute na -
80 °C tri sata, a nakon toga spontano odmrznute na sobnoj temperaturi (25 °C). Veli¢ina Cestica je
odredena pre zamrzavanja i nakon odmrzavanja, a zatim je, radi lakSeg poredenja razliitih
formulacija, izraunat indeks redisperzibilnosti (RDI). Rezultati su prikazani u tabeli 4.2.11. Uslovi
ovog ispitivanja odgovaraju uslovima u procesu liofilizacije-1. U liofilizaciji-2 smrzavanje se
sprovodi na visoj temperaturi (-50 °C) tokom istog perioda vremena (3 h). Medutim, kao $to je
prethodno objasnjeno, obe temperature smrzavanja su ispod odredene Tg’, a brzina smrzavanja se
moze smatrati slicnom, pa se ne o¢ekuju velike varijacije u rezultatima ovom promenom (Lee i sar.,
2006). Vreme zamrzavanja odgovara preporuc¢enim uslovima za ispitivanu visinu uzorka (oko 1
cm) (Abdelwahed i sar., 2006a).

Tabela 4.2.11. Srednji hidrodinamicki preénik (z-ave), indeks polidisperznosti (PDI) i indeks
redisperzibilnosti (RDI) odabranih formulacija pre zamrzavanja na -80 °C tokom 3 h i nakon
odmrzavanja (srednja vrednost £ SD, n=3).

. Pre zamrzavanja Posle odmrzavanja 0
Formulacija z-ave (nm) PDI z-ave (nm) PDI RDI (%)
S 10% 170,7+1,1 0,213+0,018 1763+1,8 0,199+0,018 96,83+0,74

S+M 1+1 10% 2416+2,2 0,207+0,019 2543+50 0,242+0,0383 95,03+221
S+M 3+2 10% 2416+22 0,207+0,019 250,8+1,2 0,233+0,013 96,35+1,34

U proseku, porast veliCine Cestica za poredene formulacije bio je samo oko 10 nm, te su dobijene
visoke vrednosti RDI (iznad 95%). Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima dobijenim pri
odabiru koncentracije lioprotektanta i sredstva za dopunjavanje (slika 4.2.10), gde su dobijene
sli¢ne vrednosti (94-96%) za posmatrane formulacije. Stoga, moze se izvesti zakljucak da su
nanokristali stabilni pri smrzavanju i da njihova veli¢ina posle smrzavanja ostaje gotovo
nepromenjena u kasnijim fazama liofilizacije (primarno i sekundarno susenje). Kada se uporede
vrednosti PDI pre i posle smrzavanja moze se primetiti blagi pad kod formulacije S 10% i porast
kod druge dve formulacije (S+M 1+1 10% i S+M 3+2 10%). U prvoj formulaciji, mozZe se
pretpostaviti da je doSlo do ujednacavanja veliCine Cestica, pa su Cestice male veli¢ine moguce
formirale agregate veli¢ina jednakih prosecnoj veliCini Cestica. U druga dva sluc¢aja, medutim, ne
treba iskljuciti formiranje vecih agregata. Sa povecanjem koncentracije saharoze, formulacija ima
vecu stabilnost $to potvrduje njen krioprotektivni efekat.
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Analiza veli¢ine Cestica i studija stabilnosti

U istrazivanju su uporedena dva procesa liofilizacije u kojima je primarno susenje sprovedeno iznad
ili ispod Tg’ (-10 °C u liofilizaciji-1 i -45 °C u liofilizaciji-2, respektivno), u pogledu zadrzavanja
veli¢ine Cestica tokom procesa susenja i stabilnosti tokom cuvanja. Na osnovu rezultata dobijenih u
skrining studiji tri formulacije su odabrane za studiju stabilnosti. Rezultati veli¢ine Cestica nakon
suSenja smrzavanjem na -10 °C (liofilizacija-1) su prikazani u tabeli 4.2.12. Nakon liofilizacije,
veli¢ina Cestica ostala je manje-viSe nepromenjena, sa blagim porastom za oko 10 nm i
nepromenjenim PDI, dok je RDI bio iznad 94% za sve tri formulacije. Ovi nalazi su potvrdili
rezultate skrining studije. Liofilizati su ¢uvani u krimpovanim boc¢icama na 25 + 2 °C tokom jednog
meseca. Nakon rekonstituccije, veli¢ina Cestica se znacajno povecala u svim formulacijama (P <
0,001), uprkos dobroj redisperzibilnosti odmah nakon liofilizacije. Veli¢ina Cestica se povecala dva
puta, smanjujuc¢i RDI na oko 50% ili niZze vrednosti, sa visokim vrednostima PDI koje su ukazale na
Siroku distribuciju veli¢ine.

Tabela 4.2.12. Srednji hidrodinamicki precnik (z-ave), indeks polidisperznosti (PDI), indeks
redisperzibilnosti (RDI) i izgled kolaca nanokristalne disperzije pre liofilizacije-2, posle
rekonstitucije odmah nakon liofilizacije i nakon jednog meseca cuvanja liofilizata na 25 °C (srednja
vrednost + SD, n=3).

Formulacija z-ave (nm) PDI RDI (%) Izgled kolaca*
pre lio 166,1 £ 3,2 0,123+0,018 - -
S 10%

posle lio 173,7+£0,7 0,173+0,025 95,61+2,15 koZast prevoj

jedan mesec 4851+27,3 0,483+0,036 34,28+1,24 kozast prevoj
S+M 1+1 10%
posle lio 176,7+ 2,0 0,135+ 0,015 94,04 +2,81 dobar
jedan mesec 299,7+2,1 0,258 +0,002 55,43 +0,77 dobar
S+M 3+2 10%
posle lio 173,1+0,9 0,143+£0,016 9595+231 kozast prevoj
jedan mesec 353,3+7,0 0,350 £ 0,013 47,02+0,84 koZast prevoj
*opis zasnovan na terminologiji objasnjenoj u Patel i sar. (2017)

Aglomeracija je potvrdena laserskom difrakcijom, detekcijom cestica ve¢ih od 1 um (tabela 4.2.13).
Cini se da je nestabilnost primeéena u ovom delu istraZivanja bila pre kineticki nego
termodinamicki proces, 1 verovatno uzrokovana bliskom interakcijom nanocestica, $to je dovelo do
ireverzibilne agregacije. To moze biti posledica vitrifikacije sternih stabilizatora ili neodgovarajuce
strukture kolaca. Agregacija koja se desila tokom cuvanja moze biti uzrokovana promenom
staklastog stanja sternih stabilizatora (polisorbat 80 i/ili poloksamer 407) u stanje nalik gumi. U tom
slu¢aju, nanocestice bi postale pokretne i mogu formirati ¢vrste agregate. Opisan proces je olaksan
na viSim temperaturama ¢uvanja i u prisustvu visokog sadrzaja vlage (Yue i sar., 2016).

Tabela 4.2.13. Rezultati merenja veli¢ine Cestica metodom laserske difrakcije odabranih uzoraka
liofilizata (liofilizacija-1) nakon jednog meseca ¢uvanja (srednja vrednost £ SD, n=3).

Formulacija D(v, 0,1) (um) D(v, 0,5) (um) D(v, 0,9) (nm) DJ[4,3] (um)
S+M 1+1 10% 0,33 +0,00 0,47 £ 0,00 0,73+0,01 0,90 + 0,24
S+M 342 10% 0,31 +0,01 0,49 + 0,02 1,03+0,17 0,84 + 0,07

Interesantno je da saharoza nije bila efikasna kao stabilizator u liofilizaciji sa primarnim susenjem
na -45 °C, kada se koristila kao jedini stabilizator (tabela 4.2.13). Aglomeracija nanokristala
ogledala se u povecanju veli¢ine Cestica za vise od 100 nm i visokoj PDI vrednosti (vise od 0,300).
Populacija Cestica ve¢ih od 1 pm bila je detektovana laserskom difrakcijom nakon jednog meseca
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Cuvanja, sto je potvrdilo rezultate DLS metode (tabela 4.2.15). Nakon dodatnog meseca Cuvanja
doslo je do kolapsa kolaca Sto je ukazalo na nestabilnu strukturu liofilizata. Stoga, dodatak manitola
se pokazao kao neophodan. U formulacijama sa saharozom i manitolom u odnosu 1:1 (S+M 1+1),
veli¢ina Cestica je bila znac¢ajno povecana za oko 30 nm (P < 0,01), smanjuju¢i RDI na oko 80%. Sa
druge strane, u formulacijama sa saharozom i manitolom u odnosu 3:2 (S+M 3+2), veli¢ina Cestica
je ostala gotovo nepromenjena (P = 0,089). PDI nije bio znacajno promenjen ni u jednoj formulaciji
(P > 0,05), ostao je ispod 0,200, Sto je ukazalo na odsustvo izrazene aglomeracije uprkos povecanju
veli¢ine cCestica u uzorku S+M 1+1. U ovim formulacijama veli¢ina cestica je ostala u
nanometarskom opsegu nakon susenja smrzavanjem S§to je potvrdeno laserskom difrakcijom nakon
jednog meseca Cuvanja (tabela 4.2.15). Tokom tromesecnog ¢uvanja veli¢ina Cestica i PDI se nisu
dalje znacajno menjali (tabela 4.2.14).

Tabela 4.2.14. Srednji hidrodinamicki pre¢nik (z-ave), indeks polidisperznosti (PDI), indeks
redisperzibilnosti (RDI) i izgled kolac¢a nanokristalne disperzije pre liofilizacije-2 sa saharozom kao
lioprotektantom, posle rekonstitucije odmah nakon liofilizacije 1 nakon jednog i tri meseca ¢uvanja
liofilizata na 2-8 °C (srednja vrednost £ SD, n=3).

Formulacija z-ave (hm) PDI RDI (%) Izgled kolaca*
pre lio 1815+32 0,174+0,005 - -
S
posle lio 355,8+9,7 0,389+0,063 51,02+1,56 dobar
jedan mesec  2951+21 0,332+0,045 61,50%1,46 delimican kolaps
tri meseca - - - kolaps
S+M 1+1
posle lio 2166 £3,3 0,117+0,012 83,78+0,30 dobar
jedan mesec  213,8+2,7 0,167 £0,023 84,97 +£2,36 dobar
tri meseca 227,3+7,0 0,098+0,044 79,89+3,06 dobar
S+M 3+2
posle lio 188,0+£2,0 0,132+0,035 96,54 +1,15 dobar
jedan mesec  189,8+2,6 0,147 +0,020 95,65+2,87 dobar
tri meseca 191,3+34 0,165+0,018 94,88+ 3,01 dobar

*opis zasnovan na terminologiji objasnjenoj u Patel i sar. (2017)

Tabela 4.2.15. Rezultati merenja veli¢ine Cestica metodom laserske difrakcije uzoraka liofilizata
(liofilizacija-2) nakon jednog meseca ¢uvanja (srednja vrednost £ SD, n=3).

Formulacija  D(v, 0,1) (um) D(v, 0,5) (um) D(v, 0,9) (um) D[4,3] (um)
S 0,168 £0,000 0379+0,005 12,465+ 0,092 3,596 + 0,035
S+M 1+1 0,168 0,000 0,251+0,000 0,383 +0,000 0,265 + 0,001
S+M 3+2 0,148 £ 0,000 0,206 +0,000 0,308 +£ 0,000 0,219 + 0,000
T 0,207 +0,001 0,357 +0,001 0,595+ 0,003 0,382 + 0,001
T+M 1+1 0,197 £0,001 0,318+0,001 0,503 +0,001 0,336 + 0,001
T+M 3+2 0,164 +0,000 0,244+0,000 0,385+ 0,000 0,261 + 0,000

U liofilizaciji-2 pored saharoze je kao lioprotektant koris¢ena trehaloza. Rezultati veli¢ine Cestica su
prikazani u tabeli 4.2.16. VeliCina Cestica u formulacijama sa trehalozom je bila povecana u ve¢em
obimu tokom liofilizacije, pogotovu u formulacijama sa samom trehalozom i trehalozom i
manitolom u odnosu 1:1 (P < 0,001), iako PDI nije bio znacajno promenjen. Razlike izmedu
uzoraka sa saharozom i trehalozom mogu se objasniti razliCitim faznim separacijama tokom
liofilizacije u prisustvu ovih ekscipijenasa. U studiji sa proteinima, saharoza je bila efikasnija od
trehaloze tokom primarnog susenja. Pokazano je da su regioni bogati trehalozom indukovali veée
povrsine u kojima lizozim nije bio zaSti¢en od leda 1 sublimacije leda (Starciuc i sar., 2020). Isto
rezonovanje bi se moglo primeniti u ovoj studiji. Nakon tri meseca ¢uvanja, veli¢ina Cestica se nije
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znacajno promenila (P = 0,997 1 0,951 za T+M 1+1, nakon jednog i tri meseca, respektivno; P =
0,260 1 0,937 za T+M 3+2, nakon jednog 1 tri meseca, respektivno), osim u slucaju sa samom
trehalozom u kojoj je primeéen dodatni porast veliine Cestica za oko 20 nm nakon tri meseca
cuvanja (P < 0,05). Rezultati laserske difrakcije nakon jednog meseca c¢uvanja su u skladu sa
rezultatima dinamickog rasipanja svetlosti (tabela 4.2.15). Stoga, uprkos inicijalnom povecanju
veli¢ine Cestica, nanokristali su ostali u nanometarskim veli¢inama sa relativno uskom distribucijom
veli¢ine tokom Cuvanja.

Tabela 4.2.16. Srednji hidrodinamicki pre¢nik (z-ave), indeks polidisperznosti (PDI), indeks
redisperzibilnosti (RDI) i izgled kolaca nanokristalne disperzije pre liofilizacije-2 sa trehalozom kao
lioprotektantom, posle rekonstitucije odmah nakon liofilizacije 1 nakon jednog i tri meseca ¢uvanja
liofilizata na 2-8 °C (srednja vrednost £ SD, n=3).

Formulacija z-ave (nm) PDI RDI (%) Izgled kolaca*
pre lio 2055+4,6 0,161+0,051 - -
T

posle lio 2899+27 0,150%0,017 73,43+£1,79 izlomljen kola¢

jedan mesec  286,8+4,8 0,140+0,020 71,66 0,74 izlomljen kola¢

tri meseca 299,6 5,7 0,186+0,032 68,60+2,22 dobar
T+M 1+1

posle lio 2799+1,6 0,155+0,045 73,41+1,42 dobar

jedan mesec  280,7+2,6 0,155+0,017 73,21+£1,02 dobar

tri meseca 278,774 0,153+0,038 73,78+3,14 dobar
T+M 3+2

posle lio 2279+1,3 0,176+0,021 90,18+1,60 dobar

jedan mesec  236,1+5,8 0,180+0,006 87,11+3,87 dobar

tri meseca 238,4+6,6 0,186+0,023 86,26 +3,82 dobar

*opis zasnovan na terminologiji objasnjenoj u Patel i sar. (2017)

Kako bi se olakSalo poredenje veli¢ine cestica u razli¢itim formulacijama izracunat je ideks
redisperzibilnosti (RDI). Ovaj parametar obezbeduje lakSe razumevanje promena u veli¢ini Cestica
posto pokazuje relativnu promenu veli¢ine u posmatranom periodu. Nakon liofilizacije-1 dobijen je
RDI oko 95% u svim formulacijama, ali se spustio na 30-50% nakon samo jednog meseca Cuvanja
Sto je okarakterisano kao gubitak nanokristalne strukture. Najvisa vrednost RDI u liofilizaciji-2 je
dobijena kada su saharoza i manitol koris¢eni u odnosu 3:2, i ostala je oko 95% kroz ceo period
cuvanja. U formulaciji sa trehalozom kao lioprotektantom, najvisi RDI je takode postignut za isti
odnos sa manitolom (3:2), mada je bio ispod 90%. Ovi rezultati su ukazali da je pomenut odnos
lioprotektanta i punioca bio najbolja opcija za odrzavanje veli¢ine Cestica nanokristala.

U uzorcima koji su liofilizovani procesom sa primarnim suSenjem na -45 °C (liofilizacija-2),
dobijene vrednosti RDI su bile generalno nize, ali konstantne tokom duZeg perioda. To je sugerisalo
da je do promena doslo tokom procesa liofilizacije, dok je rigidna struktura kolaca sprecila problem
nestabilnosti tokom ¢uvanja. Izuzetak je uzorak iskljuéivo sa saharozom, koji je kolabirao sa
gubitkom strukture, uprkos tome Sto je primarno susenje sprovedeno ispod Tg’. Kolaps je negativno
uticao na kvalitet liofilizata. Redisperzbilnost je najznacajniji parametar koji ukazuje na stabilnost
tokom Cuvanja i nanokristali se smatraju stabilnim ako njihova redisperzibilnost nije znacajno
promenjena tokom ¢uvanja (Beirowski i sar., 2011b). S obzirom da su formulacije namenjene za
parenteralnu primenu, disperzije treba da se redisperguju brzo i zadrze nanometarsku veli¢inu
Cestica. Sve formulacije dobijene postupkom liofilizacije-2, sa izuzetkom uzorka S ispunjavaju ove
uslove i produzuju rok trajanja za period duzi viSe od tri puta, kada se uporede sa tecnim
formulacijama.
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Analiza ¢vrstog stanja

Analiza ¢vrstog stanja liofilizata ukljucila je diferencijalnu skenirajuéu kalorimetriju (DSC) i
difrakciju X-zraka na uzorku praska (XRPD). Procena fizickog stanja ekscipijenasa je bio glavni
fokus ovog dela istrazivanja. DK-I-56-1 ima visoku tacku topljenja, §to je viSe od temperature
degradacije Secera. Zajedno sa niskom koncentracijom DK-I-56-1, ovo je bio razlog zasto fizicko
stanje DK-1-56-1 nije bilo analizirano metodom DSC. Dodatno, DK-1-56-1 nije bilo moguce
detektovati metodom XRPD usled niske koncentracije i niskog intenziteta difrakcionih linija kada
se nalazi u nanokristalnom obliku. Kristalna struktura DK-I-56-1 u nanokristalnoj formulaciji je
potvrdena u prethodnim eksperimentima i verovatno nije promenjena tokom liofilizacije.

Osnovni nedostatak liofilizacije na viSim temperaturama je moguénost formiranja nestabilnog
manitol hemihidrata (Johnson i sar., 2002). Pojava ove forme manitola u uzorku S+M 1+1 10% bila
je dokazana karakteristicnim obrascem na termogramu koji pokazuje dehidrataciju i posledi¢nu
kristalizaciju na temperaturi oko 80 °C (slika 4.2.11), sli¢no kao u istrazivanju Anko i sar. (2019) i
Liao i sar. (2007). Na osnovu rezultata termalne analize i uzimajuci u obzir primecen staklasti
prelaz i nisku entalpiju, ovaj uzorak je bio delimi¢no kristalan. Medutim, temperatura staklastog
prelaza je bila veoma niska, tako da je stabilnost kolac¢a na 25°C verovatno bila ugrozena visokom
temperaturom cuvanja. Nakon jednog meseca cuvanja, kola¢ je bio potpuno kristalan, Sto je
potvrdeno podacima iz XRPD, u kojima je detektovana samo 6 forma manitola. Niska koli¢ina
vezane vode, koja je mogla biti oslobodena tokom transformacije manitol hemihidrata moze imati
efekat plastifikacije i negativno uticati na stabilnost preparata (Liao i sar., 2007). Formulacija koja
je sadrzala saharozu i manitol u odnosu 3:2 je bila potpuno kristalna odmah nakon liofilizacije sa
dominantno prisutnom & formom manitola u kolacu (slika 4.2.11) i ostala u ovom stanju tokom
cuvanja.
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Slika 4.2.11. DSC termogrami liofilizata dobijenih postupkom liofilizacije-1.

U formulacijama sa saharozom dobijenim liofilizacijom-2, kristali¢nost saharoze je bila razlicita
kada je koriS¢ena samostalno ili u razli¢itim kombinacijama sa manitolom (slika 4.2.12). Kako se
moze videti iz veoma ostrog pika topljenja i dobro definisanih difrakcionih signala, saharoza je bila
u kristalnom stanju kada je koriS¢ena samostalno. Ovo je bilo neocekivano s obzirom da je
temperatura tokom smrzavanja i primarnog susenja bila ispod Tg’ (-32 °C). Ipak, moguce je da je
uprkos kontrolisanoj temperaturi police na -45 °C, temperatura uzorka bila zapravo bliska Tg’.
Drugo moguce objasnjenje moze biti u samoj formulaciji. Kristalna struktura nanokristala bi mogla
promovisati kristalizaciju saharoze. Uprkos kristalnoj strukturi uzorka, kola¢ se skupio 1 doslo je do
njegovog kolapsa tokom Cuvanja. Prema merenjima XRPD metodom, pozicija i Sirina signala se
promenila u uzorku Cuvanom tri meseca Sto je ukazalo na smanjenje jedini¢ne celije kao i
smanjenje dimenzije kristalita saharoze za oko 20%.
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Slika 4.2.12. DSC termogrami (a) i XRPD difraktogrami liofilizata sa saharozom kao
lioprotektantom dobijeni liofilizacijom-2

Kada je manitol dodat u jednakoj koli¢ini (S+M 1+1), saharoza je bila amorfna Sto je pokazano
rasirenim difrakcionim signalima i pojavom oreola karakteristicnim za amorfne materijale (slika
4.2.12). Manitol je, sa druge strane, bio niskog stepena kristaliniteta sa oStrim signalima niskog
intenziteta. U suprotnosti sa uzorkom susenim smrzavanjem na -10 °C, manitol je bio prisutan u 6
polimorfnom obliku, sa karakteristicnim signalom na 9,7° 20. Delimi¢na kristalizacija manitola
moze negativno uticati na stabilnost kolaca i uzrokovati njegov kolaps (Johnson i sar., 2002).
Dodatno, manitol se moze takode ponasati kao plastifikator (Kim 1 sar., 1998), dok oslobadanje
vezane vode tokom kristalizacije moze negativno uticati na stabilnost (Jena i sar., 2016). Ipak, u
uzorcima nisu primeceni makroskopski znaci kolapsa niti je doSlo do promene fiziCkog stanja
tokom tromesecnog cuvanja. Ovakvi rezultati mogu biti posledica dobro izabrane temperature
cuvanja koja je bila vise od 20 °C ispod temperature staklastog prelaza, kao Sto je preporuceno u
Abdelwahed i sar. (2006a). U tre¢em uzorku, sa odnosom saharoze i manitola 3:2 (S+M 3+2) oba
ekscipijensa bila su u kristalnom stanju odmah nakon liofilizacije (slika 4.2.12). Ipak, nakon tri
meseca Cuvanja, podaci dobijeni metodom XRPD su ukazali na nizu kristalinost uzorka sa
tragovima amorfne saharoze. Ovo moze biti razlog odlicne stabilnosti u pogledu zadrzavanja
veli€ine Cestica nanokristala.

Kada je trehaloza koris¢ena kao lioprotektant, bila je amorfna u svim uzorcima verovatno zbog vise
vrednosti Tg’ (-29,8 °C) (Meng-Lund i sar., 2019) (slika 4.2.13). Manitol u kombinaciji sa
trehalozom je bio niskog stepena kristaliniteta u oba uzorka. Trehaloza moze imati uticaja na
kristalizaciju manitola i obrnuto, i priroda ove interakcije uglavhom zavisi od njihovog odnosa. U
studiji Jena i sar. (2016) na zamrznutim sistemima, manitol je kristalisao u uzorcima sa visokim
odnosom manitol: trehaloza, dok je trehaloza ostala u amorfnom stanju. Ovo je smatrano idealnim
uslovom gde je lioprotektant amorfan i samim tim dostupan za interakcije sa nanocesticama, dok
kristalni punilac obezbeduje elegantan izgled i ¢vrstu strukturu kolaca.
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Slika 4.2.13. DSC termogrami (a) i XRPD difraktogrami liofilizata sa trehalozom kao
lioprotektantom dobijeni liofilizacijom-2

Morfologija liofilizata

Za ispitivanje morfologije koris¢ene su skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM) i polarizaciona
mikroskopija (PLM). Slike dobijene metodom SEM su prikazane na slici 4.2.14. U uzorku osusene
disperzije bez dodatih stabilizatora kao Sto su saharoza i manitol mogu se primetiti izduzene
strukture i agregati pojedinacnih nanocestica (slika 4.2.14. gore levo). Ovako zbijeni grozdovi
nanocestica ne mogu obezbediti dobro redispergovanje. Formulacije suSene procesom liofilizacije-1
(slika 4.2.14. gore, sredina i desno) su bile kompletno kristalne Sto je otezalo vizuelizaciju
nanokristalnih Cestica. Saharoza je bila prisutna u vidu velikih kristala dok je manitol bio u formi
iglicastih struktura tipi¢nih za & polimorfni oblik. Agregati nanokristala se mogu uociti na povrsini
kristala saharoze u uzorcima koji sadrze samo saharozu kao lioprotektant (S 10%, slika 4.2.14. gore
sredina), a u uzorku S+M 3+2 10% se moze videti samo nekoliko agregata izmedu kristala manitola
(slika 4.2.14. gore desno). Ocigledno je da su nanokristalne ¢estice bile u bliskom medusobnom
kontaktu §to je mogao biti razlog pojave ireverzibilne agregacije tokom ¢uvanja.
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Slika 4.2.14. Slike dobijene skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM) liofilizata: gore
liofilizati dobijeni liofilizacijom-1 — bez stabilizatora, 5000x, skala 2 um (levo); sa saharozom 10%
(S 10%), 20000x, skala 1 um (sredina) i sa saharozom i manitolom (S+M 3+2 10%), 5000x, skala 2

um (desno); sredina liofilizati dobijeni liofilizacijom-2 — sa saharozom (S) 5000x , skala 3 um

(levo); sa saharozom i manitolom (S+M 1+1), 20000x , skala 900 nm (sredina) i (S+M 3+2),
5000x, skala 3 um (desno); dole liofilizati dobijeni liofilizacijom-2 — sa trehalozom (T) (levo); sa
trehalozom i manitolom T+M 1+1 (sredina) i T+M 3+2 (desno), uvecanje 20000x, skala 900 nm.

Sli¢no, agregati nanocCestica su bili vidljivi na kristalima saharoze u uzorcima koji su stabilizovani
samo saharozom i dobijeni liofilizacijom-2 (slika 4.2.14, sredina levo). Kada su saharoza i manitol
koris¢eni u jednakim koli¢inama (S+M 1+1), na mikrografijama su se mogle videti pojedinacne
Cestice kao 1 agregati (slika 4.2.14, srednji red, sredina). Ovaj uzorak je bio homogeniji od
prethodnih verovatno zbog prisustva amorfne saharoze i veoma niskog kristaliniteta manitola.
Uzorak S+M 3+2 je bio viSe kristalan, $to je rezultovalo preovladavanjem kristala manitola na
mikrografijama (slika 4.2.14, srednji red, desno). Ove opservacije su bile posebno izrazene na
slikama dobijenim polarizacionom mikroskopijom (slika 4.2.15, levo). Na ovim mikrografijama je
ponovo pokazana visoka kristali¢nost uzoraka S i S+M 3+2, dok je S+M 1+1 bio gotovo potpuno
amorfan. Odredeni kristalni delovi uzorka mogu se pripisati manitolu i nanokristalima.
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Slika 4.2.15. Mikrografije dobijene polarizacionom mikroskopijom (PLM) liofilizata dobijenih
liofilizacijom-2; uvecanje 400x, skala 20 pm.

Uzorci sa trehalozom kao lioprotektantom su se razlikovali od liofilizata koji su sadrZali saharozu.
Usled amorfnog stanja trehaloze i niske kristali¢nosti manitola, svi uzorci su imali homogen matriks
vidljiv na slikama dobijenim SEM i PLM metodama (slika 4.2.14, dole; slika 4.2.15, desno). Ovo je
posebno vidljivo na mikrografiji uzorka T+M 1+1, gde su pojedinacne nanocCestice okruzene
matriksom (slika 4.2.14, dole, sredina). Amorfan matriks je potvrden slikama polarizacione
mikroskopije na kojima su nanocestice takode vidljive kao kristalni grozdovi rasporedeni po uzorku
(slika 4.2.15, desno). Svi rezultati su u skladu sa rezultatima dobijenim metodama DSC i XRPD.

Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom

Prema hipotezi zamene vode, u cilju dobijanja neagregiranih nanokristala neophodno je formiranje

vodoni¢nih veza izmedu lioprotektanata i stabilizatora nanokristala (Trenkenschuh i Friess, 2021).

Jedna od tehnika kojom se mogu analizirati ove interakcije je infracrvena spektroskopija sa

Furijeovom transformacijom (FT-IR) (Kumar i sar., 2014). Informacije o formiranju vodoni¢nih
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veza mogu biti izvedene iz polozaja i Sirine traka istezanja O-H grupe u FT-IR spektru (Sritham i
Gunasekaran, 2017). U ovoj studiji, analiza je ukljucila tumacenje transmisionih spektara
neobradenih ekscipijenasa (saharoza, trehaloza i manitol) i1 Sest liofilizata dobijenih postupkom
liofilizacije-2 (S, S+M 1+1, S+M 3+2, T, T+M 1+1, i T+M 3+2). FT-IR spektri su prikazani na
slikama 4.2.16 i 4.2.17. lako je snimanje pokazalo brojne dobro definisane transmisione trake u
uzorku neusitnjenog DK-I-56-1, ovi signali nisu mogli biti izdvojeni u spektrima uzoraka liofilizata
zbog niske koncentracije ove supstance u formulaciji. 1z istog razloga stabilizatori nanokristala
(polisorbat 80 i poloksamer 407) nisu bili vidljivi.

FT-IR spektri saharoze, trehaloze i manitola in bulk su bili u skladu sa spektrima pronadenim u
odgovarajucoj literaturi (Brizuela i sar., 2012; Wolkers i sar., 2004; Bruni i sar., 2009).
Transmisioni spektar saharoze karakteriSu veoma ostre i dobro definisane trake. Traka istezanja O-
H grupe se nalazi na oko 3316 cm™, to je tipi¢no za ugljene hidrate dok je izdvojen pik na oko
3500 cm™ verovatno povezan sa slabim vodoni¢nim vezama izmedu molekula $eéera. Pet traka u
regionu koji se odnosi na istezanje C-H veza bili su lokalizovani na oko 2941 cm™. U takozvanom
fingerprint regionu izmedu 1500 i 800 cm™ nalaze se razligite i delimi¢no preklopljene trake koje
poticu od istezanja C-O i C-C veza kao i vibracija savijanja C-OH veza (Sritham i Gunasekaran,
2017).

U liofilizatu S, koji se sastoji samo od saharoze kao lioprotektanta, pozicija trake istezanja O-H
veze je bila pomerena ka nizim talasnim brojevima. U druga dva uzorka, S+M 1+1 i S+M 3+2,
pomeranje je bilo izrazenije i trake su bile veceg intenziteta (slika 4.2.16b). Promenjen polozaj ove
trake je povezan sa promenjenim okruzenjem pomenute funkcionalne grupe. Smanjenje prose¢ne
duzine vodoni¢ne veze u matriksu Secera dovodi do smanjenja talasnog broja trake istezanja O-H
grupe (Wolkers 1 sar., 2004). Hidroksilna grupa koja ucestvuje u formiranju vodoni¢ne veze bi
imala nizu konstantu vezivanja usled delokalizacije elektrona u strukturama koje su vezane
vodoni¢nim vezama (Ottenhof 1 sar., 2002). Stoga, stepen pomeranja trake moze biti povezan sa
jacinom vodoni¢ne veze. Pokazano je da je interakcija izrazenija kada je dodat manitol, a kada se
uporede dva uzorka sa kombinacijom saharoze i manitola, viSi odnos saharoza-manitol je
favorizovao formiranje vodoni¢nih veza. Ovo ukazuje da bi interakcije mogle biti promovisane u
prisustvu manitola, dok je za interakcije odgovorna pre svega saharoza. lako prisustvo vlage takode
moze dovesti do pomeranja talasnog broja trake istezanja O-H veze (Sritham and Gunasekaran,
2017), sadrzaj vlage je bio sli¢an u svim uzorcima (oko 3%), pa njen uticaj moze biti iskljucen kada
se porede razliciti liofilizati.
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Slika 4.2.16. FT-IR spektri liofilizata sa saharozom kao lioprotektantom: od 4000 cm™ do 660 cm™
(a) i region od interesa od 3600 cm™ do 3000 cm™ (b).
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FT-IR spektar trehaloze dihidrata in bulk je bio karakteristiCan za kristalne supstance, sa istim
spektralnim regionima kao spektar saharoze. OStri pikovi visokog intenziteta dolaze od visokog
stepena homogenosti intermolekularnih interakcija, Sto rezultuje prisustvom manje difuznih
vibracionih nivoa. Ipak, mnogo S§ire transmisione trake se uoc¢avaju u uzorcima koji sadrze amorfnu
trehalozu (liofilizati T, T+M 1+1 i T+M 3+2). Sirina trake je uglavnom povezana sa distribucijom
duZina i orijentacija formiranih veza (Sritham i Gunasekaran, 2017). Traka na 3500 cm™ u spektru
netretirane trehaloze koja odgovara vibracijama istezanja dva kristalno vezana molekula vode u
dihidratu je nestala u spektru liofilizata, slicno kao u Jakubowska i sar. (2022) (slika 4.2.17Db).
Dodatno, pik koji je povezan sa kristalnom vodom trehaloze dihidrata na 1680 cm™ pomeren je na
1640 cm™ u uzorcima susenim smrzavanjem (4.2.17a). Ova zapaZanja su jasno ukazala na prisustvo
amorfnog materijala sa vodom adsorbovanom na povrsini (Akao i sar., 2001). Uz to, Sest traka oko
2900 cm™ (C-H istezanje) u kristalnoj trehalozi (netretiran materijal) su zamenjeni Sirokim
signalom u liofilizatu T, sli¢no kao u studiji Wolkers i sar. (2004).

Pozicija trake istezanja O-H veze je pomerena sa 3268 cm™ na 3316 cm™ u uzorku sa samostalnom
trehalozom (uzorak T), Sto je suprotno od pomeranja trake u uzorcima sa saharozom gde je
primec¢eno pomeranje ka nizim talasnim brojevima. Ovaj nalaz je ukazao na povecanje duzine
vodoni¢nih veza i Siroke distribucije njihovih orijentacija (Sritham i Gunasekaran, 2017, Wolkers 1
sar., 2004). Suprotno, pomeranje ka niZzim talasnim brojevima je primeceno u uzorcima T+M 1+1 i
T+M 3+2 (slika 4.2.17b). S obzirom da pomeranje nije bilo izrazeno kao u uzorcima saharoze, ovaj
podatak ukazuje na nizi stepen interakcija sa nanokristalima.

Dva pika vidljiva na spektrima in bulk trehaloze, na 994 i 956 cm™ mogu odgovarati vibracionim
modulima (antisimetri¢na i simetri¢na istezanja) glikozidne veze. U razli¢itim formama trehaloze
ove trake mogu biti pomerene zbog drugacijih konformacija oko glikozidne veze. Molekuli Sec¢era
mogu biti u razli¢itim konformacionim polozajima u kojima hidroksilne grupe trehaloze mogu
formirati vodoni¢ne veze sa vodom (Akao 1 sar., 2001). U uzorku T, trake na 984 i1 941 cm™ mogu
ukazati na otvorenu strukturu molekula trehaloze, koja ipak ne moze da formira znacajan broj
vodoni¢nih veza. Za druga dva uzorka (T+M 1+1 1 T+M 3+2), polozaj traka na 989 1 931 em?, i
986 i 932 cm™, za prvi i drugi uzorak, respektivno ukazuju na zatvoreniju konformaciju (slika
4.2.17¢). Rezultuju¢i nizi afinitet trehaloze ka vodi moze biti povoljan sa aspekta Cuvanja.
Pokazano je da vec¢i afinitet ka vodi moZe smanjiti mobilnost matriksa i tako doprineti stabilnosti
tokom cuvanja. Medutim, u uslovima sa visokim sadrZzajem zaostale vlage moze do¢i do
kristalizacije trehaloze (Starciuc i sar., 2020). Ovo moze objasniti odli¢nu stabilnost liofilizata sa
skoro nepromenjenim vrednostima RDI uprkos visokom nivou rezidualne vlage (oko 3,4%), koja
nije mogla biti smanjena ni pri produzenom sekundarnom susenjul.
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Slika 4.2.17. FT-IR spektri liofilizata sa trehalozom kao lioprotektantom: od 4000 cm™ do 660 cm™
(a); regioni od interesa od 3600 cm™ do 3000 cm™ (b); regioni i od 1000 cm™ do 920 cm™ (c).
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4.3. Rezultati i diskusija trece faze eksperimentalnog rada

4.3.1. Fizickohemijska karakterizacija lipidnih nanocestica

Lipidne nanocestice izradene su metodom tople homogenizacije pod visokim pritiskom. Udeo
lipidne faze bio je 10% ili 15%, a nanocestice su bile stabilizovane polisorbatom 80. Odnos masne
faze i polisorbata 80 je zadrzan na 5:1. Pri izradi je primenjen diskontinuirani proces Kkoji
podrazumeva sprovodenje disperzije kroz uredaj u ciklusima i omogucuje izuc¢avanje uticaja broja
ciklusa homogenizacije na veliCinu Cestica. Kao §to je 1 oCekivano, produzena homogenizacija je
dovela do smanjenja veli¢ine Cestica (z-ave) i indeksa polidisperznosti (PDI) (Tabela 4.3.1).
Promena veliCine Cestica bila je izrazenija na poCetku procesa homogenizacije, te su submikronske
veli¢ine Cestica dobijene ve¢ nakon pet ciklusa homogenizacije. Daljim propustanjem disperzije,
energija se koristi za razbijanje vecih Cestica 1 na taj nacin smanjivanje distribucije njihove veliine
(Kovacevic¢ i sar., 2020). Rezultat ovog procesa bio je smanjenje PDI ispod 0,3 nakon 20 ciklusa
homogenizacije (Tabela 4.3.2.). Dobijene disperzije su bile sa z-ave ispod 100 nm, zbog ¢ega su
bile gotovo transparentne, posebno one koje su imale 10% masne faze.

Tabela 4.3.1. Velicina cCestica (z-ave) i indeks polidisperznosti (PDI) formulacija izradenih
razli¢itim brojem ciklusa homogenizacije (srednja vrednost £ SD, n=3).

Broj ciklusa LNP10-PL LNP15-PL
homogenizacije z-ave (nm) PDI z-ave (nm) PDI
5 201,9+13 0,387+0,055 246,2+34 0,384 +£0,033
10 102,3+1,6 0,407+0,013 1485+16 0,346 +0,050
15 81,35+2,40 0,323+0,054 104,2+2,7 0,299 0,001

Dodatak DK-1-60-3 je doveo do malih promena veli¢ine Cestica i njihove distribucije (Tabela 4.3.2).
U formulaciji sa 10% lipidne faze (LNP10-DK), PDI je bio smanjen nakon uklju¢ivanja DK-1-60-3,
dok je veli¢ina cCestica ostala nepromenjena. Kada se uporede dve formulacije sa DK-1-60-3,
formulacija koja je imala 15% masne faze (LNP15-DK) imala je za oko 15 nm vecu veli¢inu Cestica
u poredenju sa LNP10-DK, dok PDI nije bio razli¢it. Zbog vecée koli¢ine lipidne faze u LNP15-DK,
manje energije za dispergovanje je dostupno po jedinici lipida, Sto je rezultovalo dobijanjem Cestica
vecée veli¢ine (Miiller i sar., 2002b), mada je veli¢ina Cestica bila slicna u odgovaraju¢im placebo
formulacijama. Ipak, distribucija veli¢ine Cestica u obe formulacije sa inkorporiranim DK-I-60-3
bila je prihvatljiva ukazuju¢i na nisku tendenciju ka agregaciji. Dodatno, pH vrednost i elektri¢na
provodljivost bili su sli¢ni u svim formulacijama i nisu znacajno zavisili od inkorporacije DK-1-60-
3 (tabela 4.3.2).

Tabela 4.3.2. Fizickohemijske karakteristike razvijenih formulacija nakon jednog dana i jednog
meseca cuvanja na 2-8 °C (srednja vrednost + SD, n=3).

Vreme Zeta Elektri¢na Efikasnost
Formulacija ¢uvanja  z-ave (nm) PDI potencijal vrednost provodljivost inkapsulacije
(dani) (mV) (uS/cm) (%)
LNP10-PL 1 74,09+0,80 0,300+0,006 -50,5+0,7 556+003 1459+15 -
30 69,70 +£0,27 0,289+0,006 -37,1+13 537+0,02 1444+0,3 -
LNP15-PL 1 7458+ 1,12 0,264 +0,007 -39,2+18 520+0,01 2008%+19 -
30 89,14+0,74 0,303+0,011 -39,0+0,8 5,10+0,01 206,9+6,3 -
LNP10-DK 1 70,37 +0,15 0,233+0,008 -41,3+09 441+0,01 1580+0,6 99,91+0,01
30 76,56 £0,48 0,227 +0,011 -373+x13 420+£0,01 1624+£05 9991+0,00
LNP15-DK 1 91,87+150 0,271+0,006 -340+20 542+0,03 1848+35 99,97 +0,00
30 98,69+3,35 0,280+0,028 -354+0,6 5,12+0,01 1793+24 9959 +0,34

78



Zeta potencijal karakteriSe potencijal na smicajnoj ravni koloidne Cestice i moze dati indicije o
njihovoj stabilnosti. Generalno, vodi¢i klasifikuju nanocestice sa apsolutnom vredno$éu zeta
potencijala iznad 30 mV kao visoko stabilne, mada i drugi parametri kao Sto su sterno odbijanje
nejonskih stabilizatora moraju biti uzeti u razmatranje (Bhattacharjee, 2016). Razvijene lipidne
nanocestice imale su apsolutne vrednosti zeta potencijala ve¢e od 30 mV (tabela 4.3.2), ukazujuéi
na dobru stabilnost. Negativne vrednosti zeta potencijala poticu od negativno naelektrisanih
fosfolipida i posebno od slobodnih masnih kiselina u sastavu lecitina (Klang i Valenta, 2011).

Stabilnost formulacija je bila procenjena nakon jednomesecnog cuvanja u krimpovanim staklenim
bocicama u frizideru (2-8 °C). Uslovi ¢uvanja bili su odabrani na osnovu preliminarnih studija u
kojima je uoCena pojava taloga supstance DK-1-60-3 nakon jednog dana c¢uvanja na sobnoj
temperaturi. Nakon jednog meseca Cuvanja u frizideru nije doSlo do masivne aglomeracije ni u
jednoj od formulacija (tabela 4.3.2). lako je razlika u velicini Cestica bila statisticki znacajna (P <
0,05), promena nije bila prakti¢no relevantna s obzirom da je bila u opsegu 5-8 nm. PDI je ostao
nepromenjen u svim formulacijama osim u LNP15-PL (P < 0,01). Najniza vrednost PDI je bila u
formulaciji LNP10-DK (ispod 0,250) §to se smatra uskom distribucijom veli¢ine. Zeta potencijal je
ostao u opsegu izmedu -35 do -40 mV, te se moze pretpostaviti da nije doSlo do promena u
povrsinskim karakteristikama, iako blagi pad pH vrednosti moze biti povezan sa parcijalnom
hidrolizom lecitina (Savi¢ i sar., 2019).

Efikasnost inkapsulacije bila je izraunata iz koncentracije DK-1-60-3 u vodenoj fazi nakon njene
separacije centrifugiranjem. Visoka vrednost efikasnosti inkapsulacije u obe formulacije (tabela
4.3.2) ukazuje da je DK-I-60-3 lociran veé¢inom u lipidnoj fazi disperzije. Nakon jednog meseca,
medutim, tragovi supstance su bili vidljivi na dnu boce, iako primeéena ekspulzija nije bila pracena
promenama u fizickohemijskim parametrima. Objasnjenje moze biti pronadeno u smanjenom
kapacitetu lipidnog matriksa za inkorporaciju zbog strukturnih promena tokom homogenizacije i
o¢vr$¢avanja nanocestica tokom hladenja (Schubert i sar., 2006). Zanimljivo je da, uprkos vizuelnoj
opservaciji iskljucivanja supstance, efikasnost inkapsulacije je i dalje bila visoka (tabela 4.3.2). Do
ovakvih rezultata je doSlo zbog veoma slabe rastvorljivosti DK-1-60-3 u vodi, supstanca je u
vodenoj fazi verovatno bila prisutna u vidu nerastvorenih Cestica, koje kao takve ne mogu proci
kroz filter. Kada je koncentracija DK-1-60-3 smanjena za 20%, odnosno sa 1,0 mg/ml na 0,8 mg/ml
u LNP10 formulaciji, stabilnost ka ekspulziji je bila povecana, te nije doslo do sedimentacije tokom
jednog meseca Cuvanja, $to je potvrdilo nasu teoriju. Ova promena koncentracije nije uticala na
fizickohemijske parametre (z-ave, PDI, zeta potencijal, pH vrednost, elektriéna provodljivost)
razvijenih nanocestica.

4.3.2. Stabilnost u odabranim puferima

Stabilnost nanocestica, posebno onih sa naelektrisanom povrSinom, moze biti naruSena u
medijumima sa niskom pH vrednosc¢u ili visokom jonskom ja¢inom. Uzimajuéi u obzir uslove u
razli¢itim delovima gastrointestinalnog trakta (Sjogren i sar., 2014), razvijene formulacije su
inkubirane u tri razlicita uslova tokom 8 h: 0,1M hlorovodoni¢na kiselina (pH 1,2), acetatni pufer
(pH 4,0) i fosfatni pufer (pH 6,8) na 37 °C, i z-ave i PDI odredeni u nekoliko vremenskih tacaka.
Velic¢ina ¢estica LNP10-DK u svim medijumima je ostala gotovo nepromenjena tokom vremena
inkubiranja, sa povec¢anjem za oko 20 nm. PDI u 0,1 M hlorovodoni¢noj kiselini i acetatnom puferu
ostala je ispod 0,250 tokom celokupnog eksperimenta, medutim u fosfatnom puferu je doslo do
povecanja nakon Cetiri sata, ukazujuci na neki oblik nestabilnosti (Slika 4.3.1a). U ovoj vremenskoj
tacki tokom DLS merenja na dijagramu je primecen pik na oko 200 nm, §to moZe objasniti veéi z-
ave 1 PDI. U naredne dve vremenske tacke na dijagramu je vidljiv samo jedan pik i z-ave je
smanjen za 5-6 nm. Moguce je da je doslo do ujednacavanja veli¢ine Cestica izmedu Cetiri 1 Sest sati
inkubiranja, dostizu¢i neku formu ravnoteznog stanja.
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Slika 4.3.1. Veli¢ina Cestica (z-ave) i indeks polidisperznosti (PDI) formulacija LNP10-DK (a) i
LNP15-DK (b) tokom inkubiranja u 0,1 M hlorovodoni¢noj kiselini (pH 1,2), acetatnom puferu (pH
4,0) i fosfatnom puferu (pH 6,8).

Cestice LNP15-DK su bile stabilne u 0,1 M hlorovodonié¢noj kiselini i acetatnom puferu u pogledu
veli¢ine Cestica i PDI, zadrzavaju¢i ove parametre konstantnim tokom celog eksperimenta. U
fosfatnom puferu, primecena je aglomeracija nakon samo jednog sata inkubiranja (Slika 4.3.1.b).
Nakon toga, veli¢ina Cestica se udvostrucila u svakoj vremenskoj tacki, i zatim nakon cetiri sata
ostala nepromenjena do kraja eksperimenta. Zeta potencijal je bio smanjen na nulte vrednosti u obe
formulacije, pa se moze zakljuciti da elektrostaticko odbijanje koje potice od lecitina nije
stabilizovalo nanocestice u ispitivanim medijumima. Ovaj nalaz isti¢e ulogu polisorbata 80 kao
sternog stabilizatora u ovim uslovima (Wang i sar., 2017b). Bolja stabilnost LNP10-DK u
odabranim puferima moze biti znacajna za prospektivnu oralnu primenu. S obzirom da pojedine
studije predlazu internalizaciju lipidnih nanocestica u epitelne celije endocitozom kao metodu
njihove apsorpcije (Shah i sar., 2016b), za uspeSno preuzimanje njihov integritet ne sme biti
narusen u gastrointestinalnim te¢nostima.

4.3.3. Ispitivanje morfologije lipidnih nanocestica mikroskopijom atomskih sila

Uzimaju¢i u obzir nisku rezoluciju DLS metode za merenje veli¢ine Cestica, 1 uporedo malom
verovatno¢om da formulisane cCestice imaju sferni oblik, njihova morfologija je analizirana
mikroskopijom atomskih sila (AFM). AFM je potvrdila submikronsku i relativno ujednacenu
veli¢inu Cestica. Okrugle, pojedinacne Cestice oblika diska su primecene, medutim veli¢ina mnogih
veoma sitnih ¢estica nije mogla biti izmerena jer nisu bile dobro izdvojene od okruzenja zbog
njihove male visine. U uzorku LNP10-DK izdvojena Cestica imala je veli¢inu oko 200 nm, i visinu
oko 35 nm (Slika 4.3.2a, b, c), a u uzorku LNP15-DK izmerena je veli¢ina dve manje, dobro
definisane Cestice (Slika 4.3.2d, e, f). U oba uzorka, Cestice su bile okruzene matriksom koji moze
biti sastavljen od lamela lecitina. Ovo se posebno uocava na slici 4.3.2b, na kojoj sloj oko Cestice
nije bio potpun. Izmerena debljina ovog sloja bila je oko 2 nm i pretpostavlja se da on predstavlja
stabilizacioni omota¢ nanocestica. Sli¢no, mek omota¢ surfaktanata je takode vidljiv na AFM
mikrografijama kao tamne ivice oko Cestica u slu¢aju SLN sa paliperidonom (Kumar i Randhawa,
2013).
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Slika 4.3.2. Mikrografije dobijene mikroskopijom atomskih sila za formulacije LNP10-DK (a, b, c)
i LNP15-DK (d, e, f): 2D topografija na povrsini uzorka 1 x 1 pum (a i d), greSka signal na povrsini
uzorka 1 x 1 pm (b i e) i profili visine odabranih nanocestica (c i f).

4.3.4. Strukturna analiza lipidnih nanocestica

Diferencijalna skenirajuéa kalorimetrija

Termalna analiza i1 analiza fizickog stanja lipidnih nanocestica je sprovedena diferencijalnom
skeniraju¢om kalorimetrijom (DSC). Kristalna forma lipidnog matriksa nanocestica je od velike
vaznosti za njihovu stabilnost. Ukoliko nije kristalisao, ¢vrst lipid moZe ostati u tzv.
superohladenom stanju sa loSom stabilnos¢u. Iz toga razloga, u ispitivanjima ¢vrstog stanja lipidnih
nanocestica, analiza metodom DSC je neophodan korak. Da bi se sprecila kristalizacija tokom
susenja, preporucuje se sprovodenje merenja u teCnim uzorcima. Pik topljenja je bio prisutan na
termogramima svih formulacija, ukazujuci na kristalno stanje lipidnog matriksa (slika 4.3.3). Zbog
submikronske veli¢ine Cestica (Bunjes i sar., 1996), temperatura pika topljenja bila je za skoro 10
°C niza od odgovarajuce lipidne smese (Tabela 4.3.3). Medutim, uprkos smanjenju temperature
topljenja, topljenje je zapocelo na temperaturi iznad 40 °C, ukazuju¢i da bi nanoCestice ostale u
¢vrstom stanju nakon primene.
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Slika 4.3.3. Termogrami formulacija lipidnih nanocestica

Tabela 4.3.3. Termoanaliticki parametri formulacija lipidnih nanocestica.

Formulacija = Tonset (°C)  Tpeak (°C)  Entalpija topljenja (J/g)  Cline (%)

LNP10-PL 49,2 50,5 6,1 41,8
LNP15-PL 48,6 50,6 10,3 48,6
LNP10-DK 48,8 51,4 10,9 77,6
LNP15-DK 48,7 51,9 16,8 79,6

Smanjenje temperature topljenja u disperzijama praceno je smanjenjem entalpije i posledi¢no
indeksa kristali¢nosti (Tabela 4.3.3). Ovi nalazi mogu biti pripisani Kelvinovom efektu koji
objasnjava da je potrebna manja koli¢ina energije za disrupciju kristalnog lipidnog matriksa u
Cesticama manje veli¢ine (Ali i sar., 2010). Zanimljivo je da je indeks kristali¢nosti disperzija koje
sadrze DK-1-60-3 (LNP10-DK i LNP15-DK) bio visi od odgovarajuc¢ih placebo formulacija
(LNP10-PL i LNP15-PL) oznacavajuci pozitivan efekat DK-1-60-3 na kristalizaciju. Isto nije bilo
primec¢eno u nedispergovanim lipidnim smeSama u kojima DK-I-60-3 nije uticao na kristalicnost
smese (tabela 4.1.3). Medutim, zbog malog udela DK-1-60-3 prisutnog u disperzijama, metoda DSC
nije koriS¢ena za odredivanje fizickog stanja ove supstance u formulacijama.

Nuklearna magnetna rezonanca

Nuklearna magnetna rezonanca (NMR) koriS¢ena je za analizu strukture razvijenih lipidnih
nanocestica. Definisanje njihove strukture znacajno je sa stanovista stabilnosti i in vivo ponasanja
nakon primene. Posebna paznja posvecena je lokalizaciji stabilizatora (polisorbat 80 i lecitin) i
supstance DK-1-60-3. Da bi se osigurala detekcija, zbog velikog sadrzaja vode, pre svega su
koriS¢ene lipidne nanocestice sa 15% masne faze, a zatim je radena uporedna analiza sa
formulacijom sa nizim sadrzajem masne faze (LNP10-DK). Protonska studija NMR (*H NMR) je
sprovedena na sveze pripremljenim placebo (LNP15-PL) i napunjenim (LNP15-DK) disperzijama
lipidnih nanocestica i referentnim uzorcima stabilizatora sa istim koncentracijama kao u pomenutim
formulacijama. Poredbeni uzorci bili su vodene disperzije polisorbata 80 (P80) ili lecitina
(LS75_water) u koncentraciji 3,0 % ili 4,5%, respektivno. Vodena disperzija lecitina je dobijena
nakon dispergovanja lecitina u vodi uz pomoc¢ ultrazvuka i dobijena vrednost z-ave za vezikule bila
je 156,0 £ 2,0 nm, a PDI 0,257 + 0,006.
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Na NMR spektrima, Sirina linije na polovini visine signala ukazuje na mobilnost molekula. Kada je
mobilnost ogranidena, signali postaju Siroki i sa nizim amplitudama. Stavise, u &vrstom stanju
signali ne mogu biti detektovani zbog njihovog veoma kratkog vremena relaksacije (Schubert i sar.,
2006). Stoga, signali koji poticu od ¢vrstog lipida (S154), odnosno triglicerida nisu bili detektovani,
zbog njihove kristalizacije, 3to je potvrdilo rezultate dobijene metodom DSC. Sto se tide
lokalizacije molekula stabilizatora, referentni uzorci su analizirani pod istim uslovima kao i uzorci
lipidnih nanocestica, a zatim su poredeni dobijeni rezultati. Polisorbat 80 je amfifilna supstanca pa
se odredeni signali mogu pripisati hidrofobnom ili hidrofilnom delu molekula. Hemijsko pomeranje
protona hidrofilnog dela na ~ 3,585 ppm je bio jasno vidljivo u poredbenom P80 uzorku, kao i u
uzorcima lipidnih nanocestica, sa nepromenjenim intenzitetom (slika 4.3.4a). Medutim, signali na
oko 2,210 ppm i 1,478 ppm povezani sa hidrofobnim delom polisorbata 80 bili su kompletno
uguseni u uzorcima lipidnih nanocestica, ukazujuéi na potpunu restrikciju mobilnosti ovog dela
molekula verovatno usled njegovog inkorporiranja unutar nanocestice. Ovi nalazi su podrzali
pretpostavku pozicije polisorbata 80 blizu povrSine Cestice, sa hidrofilnim delom slobodnim u
vodenoj fazi.

a)

LNP10-DK

LNP15-DK

LNP15-PL

L T T L T

Slika 4.3.4. (a) *H NMR spektri referentnih uzoraka (P80 — vodena disperzija polisorbata 80,
LS75_water — vodena disperzija lecitina) i razvijenih disperzija (LNP15-PL, LNP15-DK i LNP10-
DK); (b) *'P NMR spektri referentnog uzorka (LS75_ethanol — etanolni rastvor lecitina) i razvijenih

formulacija (LNP15-DK i LNP10-DK).

Analiza signala uzorka lecitina u vodi (LS75 water) bila je kompleksnija zbog sastava ovog
ekscipijensa, ali i lokalizacije u lipidnim nanoc¢esticama. Kao $to je prethodno receno, lecitin koji je
koris¢en u ovoj studiji sadrzi fosfolipide ukljucujuéi fosfatidilholin, fosfatidiletanolamin
fosfatidilinozitol i fosfatidnu kiselinu, ali i visok udeo masnih kiselina. Ovakva smeSa moze
doprineti boljoj stabilnosti nanoemulzija i nanocestica, posto moze obezbediti negativno povrsinsko
naelektrisanje i posledi¢no, elektrostaticko odbijanje (Klang i Valenta, 2011). Stoga, oc¢ekivano je
da se ovi molekuli nadu na medupovrsSini nanocestice. Signali na oko 1,90 ppm, 1,14 ppm i 0,75
ppm u LS75 water (slika 4.3.4a) poticu od ugljovodoni¢nih lanaca masnih kiselina fosfolipida, ali i
slobodnih masnih kiselina. Pomenuti signali su veée $irine 1 sa Smanjenim intenzitetom u uzorcima
lipidnih nanocestica. Smanjena amplituda signala moze biti povezana sa snaznom interakcijom ovih
molekula sa lipidnim jezgrom, dovodeé¢i do delimi¢ne imobilizacije pomenutih delova molekula
(Jores i sar., 2003).

Signal na ~ 3,128 ppm (slika 4.3.4.a) povezan je sa protonima metil grupe u okviru
trimetilamonijum grupe, pa se smatra kao veoma znaCajan za analizu jer predstavlja signal Kkoji
potice samo od fosfolipida. Ovaj signal je veoma §irok i sa niskim intenzitetom u uzorcima lipidnih
nanocestica, potvrduju¢i pomenutu hipotezu. Sli¢ni rezultati publikovani su za lipidne nanocestice
sa visokim sadrzajem Phospholipon® 90G, koji sadrzi najmanje 90% fosfatidilholina (Schubert i
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sar., 2006). U trenutnoj studiji smanjenje signala nije bilo izrazeno kao u pomenutom istrazivanju
verovatno zbog razliCitog sastava lecitina. Dalje objasnjenje moze biti pronadeno u povecanom
bubrenju lamelarne te¢nokristalne faze fosfatidilholina u prisustvu fosfatidiletanolamina i
fosfatidilinozitola i drugacijem pakovanju na medupovrsini (Klang i Valenta, 2011).

Kako bi se preciznije ispitala pozicija fosfolipida, primenjena je *!P NMR metoda (slika 4.3.4b).
Imaju¢i u vidu da se atom fosfora moze na¢i samo u strukturi fosfolipida, tacnije u njegovom
hidrofilnom delu, *'P NMR moze dati podatke o lokalizaciji ovog dela lecitina u nanocesticama.
Kao poredbeni uzorak koris¢en je etalnolni rastvor lecitina u koncentraciji 4,5% (LS75_ethanol).
Ostar i dobro definisan signal na oko — 1,48 ppm vidljiv je na spektru pomenutog rastvora. U
disperziji LNP15-DK signal je bio pomeren na — 0,97 ppm zbog zamene rastvarac¢a. Ovaj signal je
bio veoma Sirok sa niskim intenzitetom pokazujuci jaku interakciju izmedu lecitina i triglicerida i
imobilizaciju u nekom stepenu (Schubert i sar., 2006). Dok zasi¢eni fosfolipidi uglavnom formiraju
¢vrst omotac oko trigliceridnog jezgra nanocestica, o¢ekivano je fluidno stanje visoko nezasi¢enih
fosfolipida (kao $to su oni prisutni u lecitinu koriS¢eni u ovoj studiji) (Bunjes i Koch, 2005;
Salminen i sar., 2014). Signal je dodatno smanjenog intenziteta u LNP10-DK, zbog manje
koncentracije lecitina u ovoj formulaciji.

Reprezentativni signali DK-1-60-3 (Knutson i sar., 2018) nisu detektovani ni u jednoj formulaciji
koja sadrzi ovu supstancu, pokazujuéi totalnu imobilizaciju molekula (Slika 4.3.5). Zahvaljujuéi
visokoj efikasnosti inkapsulacije i odsustvu tragova DK-1-60-3 na zidovima bocice pretpostavlja se
da je supstanca lokalizovana uglavnom unutar lipidnih nanocestica. Medutim, uzimajuéi u obzir
generalno nizak kapacitet triglicerida za ukljucivanje supstance i kompleksnu strukturu lipidnih
nanocestica, DK-1-60-3 verovatno nije bio homogeno distribuiran unutar njih. lako visak lecitina
moze destabilisati koloidne disperzije i dovesti do formiranja vezikula fosfolipida u vodenoj fazi,
njegovo prisustvo moze biti povoljno za poveéanje solubilizacije lekovite supstance (Klang i
Valenta, 2011). U ovom istrazivanju, svi signali koji poticu od lecitina u uzorcima lipidnih
nanocestica bili su dodatno prosireni nakon dodatka DK-1-60-3 (slika 4.3.4a). Stoga, DK-1-60-3 je
verovatno bio lokalizovan u blizini faze lecitina (Chantaburanan i sar., 2017).

DK-I-60-3

|

LNP15-DK

LNP10-DK

10.0 9.5
Chemical shift (pom)

Slika 4.3.5. 'H NMR spektri DK-1-60-3 (rastvoren u DMSO) i razvijenih disperzija (LNP15-DK i
LNP10-DK)

U istrazivanju Yucel i sar. (2013), elektron paramagnetna rezonantna spektroskopija je koriS¢ena za
lokalizaciju hidrofobne probe u SLN stabilizovane lecitinom. Pokazano je da je kristalizacija
lipidnog jezgra rezultovala redistribucijom hidrofobne probe u fazu bogatu lecitinom, isticu¢i ulogu
lecitina. Sli¢no razmisljanje moze se primeniti na ovaj eksperiment. lako je nedispergovani lipidni
matriks bio homogen, ocekivano je da se tokom tople homogenizacije pod visokim pritiskom
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molekuli fosfolipida redistribuiraju na povrsini Cestice zbog amfifilne prirode. PoSto se smatra da
¢vrsti lipidi imaju nizak kapacitet za punjenje, moguce je da se tokom izrade formulacije DK-1-60-3
takode pomerio ka povrsini Cestice. Veliki broj ciklusa homogenizacije takode doprinosi 0voj vrsti
preraspodele (Klang i Valenta, 2011). Ovo moZe objasniti i ekspulziju supstance nakon
jednomesecnog Cuvanja kada je koriS¢ena u saturacionoj koncentraciji.

Uzimajuéi u obzir sve rezultate ovog dela istrazivanja, najverovatnije je re¢ o slojevitoj strukturi
nanocestica, sli¢énoj onoj opisanoj u Schubert i sar. (2006). Lipidno jezgro je verovatno dominantno
izgradeno od kristalisanih triglicerida ¢vrstog lipida. Jezgro je oblozeno fosfolipidima koji su u
snaznoj interakciji sa lipidom, ali delimi¢no fluidni i omoguduju elektrostaticku stabilizaciju.
Moguce je da su formirali lamelarne strukture oko jezgra (vidljive na mikrografijama AFM-a, slika
4.3.2). DK-1-60-3 je najverovatnije lokalizovan u omotacu, fazi koja se sastoji od lecitina. Dodatno,
iako je hidrofobni deo polisorbata 80 imobilisan u Cestici, polarne glave su bile pokretne u vodenoj
fazi, doprinose¢i stabilizaciji sternim efektom. PoSto su slicni rezultati dobijeni za formulaciju
LNP10-DK, ocekuje se ista struktura nanocestica u ovim disperzijama.

85



4.4. Rezultati i diskusija ¢etvrte faze eksperimentalnog rada

4.4.1. Neurofarmakokineticka studija i studija biodistribucije nanokristalnih disperzija DK-1-60-3

Krive zavisnosti koncentracije od vremena u plazmi, mozgu, jetri i bubregu nakon primene
nanokristalne disperzije (F5) i odgovarajuce suspenzije (S5) u stanju gladi i sitosti su prikazani na
slici 4.4.1. Kao Sto se moze videti, nakon primene suspenzije, farmakokineticki parametri
maksimalne koncentracija (Cmax) i povrsine ispod krive (AUC) u plazmi bili su sli¢ni u stanju gladi
i sitosti (P = 0,998 i 0,100 za Cmax I AUC, respektivno, Student t-test). U drugim ispitivanim
tkivima, iako su srednje vrednosti AUC izgledale drugacije, cak dva puta viSe u grupi sitih
zivotinja, razlika nije bila statisticki znacajna (P = 0,933; 0,484 i 0,719 za mozak, jetru i bubreg
respektivno, Student t-test), verovatno usled izrazenih interindividualnih razlika. Izra¢unate ukupne
vrednosti AUC (suma AUC vrednosti u ispitivanim matriksima) u grupama Zivotinja koje su bile
nahranjene bile su 1,5 puta visSe u poredenju sa ukupnim AUC zivotinja koje su gladovale,
verovatno zvog smanjene brzine eliminacije. Sa druge strane, u obe grupe Zivotinja koje su primile
nanokristalnu disperziju, svi farmakokineticki parametri u setu zivotinja (triplikatu) bili su sli¢ni sa
manjim standardnim devijacijama ukazuju¢i na manje varijacije u apsorpciji DK-1-60-3. Sli¢ne
opservacije vezane za uloge nanokristala u smanjivanju interindividualnih razlika bile su potvrdene
u slu¢aju nanosuspenzije itrakonazola (Mou 1 sar.,, 2011). Ujednacenija apsorpcija nakon
nanokristala moze biti posledica male i1 uniformne veli¢ine Cestica, dovode¢i do manje ili viSe iste
biodistribucije u obe grupe zivotinja, nahranjene i gladne.

Pri poredenju dva tretmana — nanokristalna i gruba disperzija, Cmax i AUC u svim ispitivanim
matriksima bili su dva do tri puta vec¢i nakon primene nanokristala, bez obzira na unos hrane (slika
4.4.1). Znacajna razlika u AUC u plazmi nakon razlicitih tretmana (P < 0.05, ANOVA) dokazala je
povecéan obim apsorpcije nakon primene nanokristala. lako rezultati rstvorljivosti nanokristala (slika
4.2.8b) nisu obecavali poboljSanje farmakokinetickog profila, drugi faktori kao §to je povecanje
permeabilnosti mogu doprineti boljoj apsorpciji (Imono i sar., 2020). Stavise, pH vrednost u
praznom i punom Zelucu pacova je u opsegu 4-5 (Sjogren i sar., 2014), pa smanjenje rastvorljivosti
nece biti toliko izrazeno kao $to se isprva ocekivalo. Evidentno je da, uprkos brojnim in vivo
studijama, na¢in na koji nanokristali poboljSavaju biolosku raspolozZivost nakon oralne primene i
dalje ostaje nejasan. Moguce je da se rastvaranje i endocitoza deSavaju simultano (Lu i sar., 2019).
Dodatno, solubilizacija DK-1-60-3 posredstvom zuc¢nih soli i interakcija izmedu Zuénih soli i SLS
ne moze biti zanemarena (Sjogren i sar., 2014). Povecanje bioraspolozivosti u ¢vrstim tkivima bilo
je posebno znacajno u kontekstu isporuke u mozak, kao ciljni organ. lako je preuzimanje u mozak
bilo u malom obimu, isporuka je bila relativno brza te su maksimalne koncentracije postignute
veoma brzo nakon dostizanja istih u plazmi. Relativno poviSene koncentracije u mozgu 36 h nakon
primene mogu ukazati na moguée formiranje depoa DK-1-60-3 u telu. Ovo je dovelo do visokih
vrednosti AUC u mozgu nakon primene F5 formulacije u grupama koje su bile u stanju sitosti.
Tacan razlog za dobijanje ovakvih rezultata je, ipak, i dalje nedovoljno jasan.
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Slika 4.4.1. Krive zavisnosti koncentracije od vremena i izracunati farmakokineticki parametri
nanokristalne disperzije (F5) i suspenzije (S5) u (a) plazmi, (b) mozgu, (c) jetri i (d) bubregu nakon
oralne primene kod pacova u dozi 10,0 mg/kg u stanju sitosti i gladi. Cmax — maksimalna
koncentracija, tmax — vreme postizanja maksimalne koncentracije, AUCy.35— povrsina ispod krive
odt=0dot=236h, tl/2 — poluvreme eliminacije (srednja vrednost + standardna greska, n = 3).
Poluvreme eliminacije u mozgu nije izra¢unato zbog nepravilnog profila koncentracija.

Distribucija lekovite supstance nakon primene je uglavnom zavisna od nadmetanja preuzimanja
izmedu krvi 1 tkiva kao 1 raspodele izmedu pojedinacnih tkiva (Daniel, 2003). Nakon izraCunavanja
odnosa izmedu koncentracije u jetri i plazmi u svakoj vremenskoj tacki (slika 4.4.2a), moze se
uvideti da DK-1-60-3 ima afinitet ka zadrZzavanju u ovom organu (izra¢unati odnos bio je veéi od
jedan). Kao Sto je ofekivano, 15 min nakon primene tretmana, najvise koncentracije su odredene u
jetri. Eliminacija iz ovog organa bila je sporija nego iz bubrega, na primer, na osnovu podataka o
poluvremenu eliminacije (slika 4.4.1c i d) Sto moze ukazati na retenciju supstance u jetri u
odredenom obimu. Formiranje depoa u jetri moze biti pretpostavljeno takode i iz izrazito povecanog
odnosa koncentracije u jetri u odnosu na plazmu 16 h nakon tretmana.
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Slika 4.4.2. Odnos izmedu koncentracije DK-1-60-3 u (a) jetri, (b) bubregu ili (c) mozgu i plazmi u
svakoj vremenskoj tacki.

Sa druge strane, zbog krvno-mozdane barijere, koncentracije u mozgu bile su manje od onih u
plazmi u prvih 5 vremenskih tacaka uzorkovanja (slika 4.4.2.c). Ipak, u poslednjoj vremenskoj
tacki, 36 h nakon primene, koncentracija DK-1-60-3 u mozgu bila je dva do tri puta veca, ukazujuci
na sporiju eliminaciju iz ovog organa. Izuzetak je u slucaju suspenzije primenjene u stanju sitosti
gde su vise koncentracije primeéene nakon 16 h, a zatim pocele da opadaju. U ovom trenutku,
stoga, nije u potpunosti jasno Sta je dovelo do povecanja koncentracije u mozgu u poslednjoj
vremenskoj tacki uzorkovanja. Ono moze biti posledica nepravilne ili spore distribucije, formiranja
depoa u telu, potencijalne interakcije sa lipidima mozga ili kombinacija viSe faktora. Struktura
krvno-mozdane barijere svakako je joS jedan deo sloZene slagalice, kada se ispituje isporuka u
mozak. Zanimljivo je da su sli¢ni profili koncentracije u odnosu na vreme dobijeni za obe
formulacije (nanokristalna disperzija i suspenzija), ukazujuéi na sli¢nu distribuciju. Stoga, moze se
zakljuciti da su viSe koncentracije u mozgu nakon oralne primene posledica povecane apsorpcije
usled smanjene veli¢ine Cestica, ali da je distribucija bila vodena osobinama supstance.

4.4.2. Neurofarmakokineticka studija lipidnih nanocestica DK-1-60-3

U ovoj neurofarmakokineti¢koj studiji poredene su dve formulacije nanonosaca DK-1-60-3:
nanokristalna disperzija (NC) i lipidne nanocestice (LNP). U obe formulacije koncentracija DK-I-
60-3 bila je 0,8 mg/ml. LNP je u sastavu imala 10% masne faze, dok je kvalitativni i kvantitativni
sastav NC odgovarao formulaciji F5 (sa proporcionalno smanjenim koncentracijama DK-1-60-3 i
stabilizatora). Odgovarajuci fizickohemijski parametri za NC bili su z-ave 190,1 = 2,4 nm i PDI
0,241 + 0,018, a za LNP z-ave 69,3 + 2,0 nm i PDI 0,279 + 0,006.

Rezultati maksimalne koncentracije (Crax) 1 povrsine ispod krive (AUCy-24) U plazmi nakon NC bile
su sli¢ne vrednostima dobijenim u prethodnoj studiji, uzimajuéi u obzir drugaciju primenjenu dozu
(8,0 mg/kg u ovom eksperimentu, 10 mg/kg u prethodnom). Kada se uporede tretmani NC i LNP,
pomenuti farmakokineticki parametrii Cmax I AUCo.24 bili su oko 1,5 puta vec¢i nakon LNP (slika
4.4.3a). Objasnjenje za ove rezultate moze se naci u razli¢itoj sudbini ove dve vrste nanocestica u
gastrointestinalnom traktu. Iako neki radovi predlazu da nanokristali mogu pro¢i intestinalnu
barijeru netaknuti, drugi tvrde da bi se najverovatnije lekovita supstanca apsorbovala nakon
rastvaranja (Zhang i sar., 2021). Generalno, endocitoza nanocestica bi zavisila od viSe faktora
ukljucujuéi oblik, veli¢inu i sastav (strukturu) Cestica.
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Slika 4.4.3. Krive zavisnosti koncentracije od vremena i izraCunati farmakokineti¢ki parametri
disperzije lipidnih nanocestica (LNP) i nanokristalne disperzije (NC) u (a) plazmi i (b) mozgu,
nakon oralne primene kod pacova u dozi 8,0 mg/kg. Cmax — maksimalna koncentracija, tmax —
vreme postizanja maksimalne koncentracije, AUCy.p4 ili AUCy.36— povrSina ispod krive od t=0 do
t=24 ili 36 h, t1/2 — poluvreme eliminacije (srednja vrednost * standardna devijacija, n = 3).
Poluvreme eliminacije u mozgu nije izracunato zbog nepravilnog profila koncentracija.

Uticaj sastava formulacije na mehanizam apsorpcije nanocestica bio je proucavan u mnogim
radovima, posto bi verovatno bio najodgovorniji za interakcije izmedu nanoCestica i zida
intestinalnog trakta (Tian 1 sar., 2022). Kada su u pitanju stabilizatori kori§¢eni u formulaciji NC,
PVP moZe povecati permeabilnost lekovite supstance, dok su efekti SLS na permeabilnost
nekonzistentni u literaturi (Ruiz-Picazo i sar., 2020). Sa druge strane, efekti lecitina i polisorbata 80,
koriS¢enih u LNP bili su opSirno istrazeni. Ovi stabilizatori mogu olaksati difuziju kroz povrSinski
vodeni sloj (Zhang i sar., 2012b) i afinitet i bioadheziju nanocestica za membranu tankog creva (Li i
sar., 2009). Dodatno, znacajna uloga lipida na apsorpciju pokazana je na primeru sakvinavira.
Celijsko preuzimanje bilo je pobolj$ano kada su nanokristali obloZeni lipidima, zbog njihove veée
biokompatibilnosti u poredenju sa Cistim nanokristalima stabilizovanim polimernim stabilizatorima.
Ovo je rezultovalo visim vrednostima Cnax i AUC nakon primene modifikovanih nanokristala, u
poredenju sa grubom suspenzijom i ¢istim nanokristalima (Xia i sar., 2018). Stoga lipidi, zajedno sa
lecitinom i polisorbatom 80 u formulaciji LNP su verovatno unapredili apsorpciju $to je dovelo do
viSih Crax I AUC nakon oralne primene.

Drugi mehanizam apsorpcije leka nakon primene lipidnih nanocestica ukljucuje njihovu degradaciju
posredstvom enzima lipaze u kombinaciji sa kolipazom. Proizvodi razgradnje triglicerida,
monogliceridi i digliceridi formiraju micele koji solubilizuju lekovitu supstancu. Dodatno,
interakcija sa zu¢nim solima dovodi do formiranja meSovitih micela koje olakSavaju apsorpciju
leka. Preduslov za pomenut proces degradacije je bliska povezanost lekovite supstance sa
molekulima lipida, koja bi trebalo da bude molekulski dispergovana (rastvorena) u lipidnoj fazi
formulacije. Znacajan faktor je i tip stabilizatora na povrSini Cestice. Smatra se da sloj stabilizatora
na povrsini nanocestica diktira brzinu degradacije. Dok lecitin omogucuje brzu degradaciju, sterni
stabilizatori mogu da je odloze. U istrazivanju sa ciklosporinom formulisanim kao nanokristali ili
lipidne nanocestice bilo je jasno da su razli¢iti procesi u gastrointestinalnom traktu doveli do razlika
u bioraspolozivosti nakon oralne primene (Muller i sar., 2006). Ovaj iskaz moze biti primenjen i na
trenutni eksperiment. lako se u ovom trenutku ne moZze sa sigurnos¢u tvrditi koji od predloZenih
mehanizama (endocitoza ili degradacija) je bio odgovoran za povecéanje farmakokinetickih
parametara nakon LNP, lipidi i stabilizatori su nesumnjivo imali najznacajniju ulogu.
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Kao Sto se moze videti iz profila koncentracije u zavisnosti od vremena, distribucija DK-1-60-3 u
mozak nije bila zavisna od formulacije (slika 4.4.3b). Obim u kom su Cpax i AUC povecéani nakon
primene LNP bio je isti u plazmi kao u mozgu, pokazuju¢i da je povecanje ovih parametara bilo
dominantno posledica povecane apsorpcije. Lekovita supstanca je verovatno bila oslobodena iz
nanocCestice rastvaranjem ili nakon degradacije nanocestica, tako da biodistribucija u tom slucaju
zavisi od osobina lekovite supstance. Kada se pogleda farmakokineticki profil u mozgu,
koncentracije su bile gotovo konstantne tokom ispitivanog vremena u slucaju nanokristalne
disperzije (NC). Nakon §to je postignuta maksimalna koncentracija, doslo je do neznatnog pada, a
zatim ponovnog rasta nakon 24 h. lako su vremenske tacke bile drugacije od onih kori$¢enih u
prethodnom istrazivanju, odgovaraju¢e krive koncentracije u odnosu na vreme su dobro
korespondirale. Profil koncentracija nakon LNP bio je veoma sli¢an kao nakon NC, ali sa visim
koncentracijama u prve Cetiri vremenske tacke. Nakon toga, koncentracije su bile sli¢ne, ili ¢ak nize
(vremenska tacka 24 h). Interesantno je da uprkos niskim koncentracijama u pretposlednjoj
vremenskoj tacki u plazmi (36 h), ispod vrednosti koje obuhvata kalibraciona kriva, one su bile
relativno visoke u mozgu. Formiranje depoa u mozgu, stoga, moze biti veoma verovatno. Medutim,
kao §to je bilo oCekivano, u poslednjoj tacki eksperimenta (48 h) koncentracije su bile ispod najnize
tacke kalibracione krive u oba matriksa.

4.4.3. Studija bioloske raspolozivosti nanokristalne disperzije i lipidnih nanocestica DK-1-60-3

Studija odredivanja bioloske raspolozivosti obuhvatala je odredivanje farmakokinetickih profila
nakon ponovljenog uzorkovanja krvi zivotinja koje su primile NC ili LNP oralno, ili rastvor (SOL)
intravenski. Vrednosti odabranih farmakokineti¢kih parametara prikazane su u tabeli 4.4.1. Kao $to
je ocekivano, maksimalne koncentracije bile su znacajno viSe i postignute ranije u uzorcima
Zivotinja koje su primile intravenski SOL u odnosu na obe oralne formulacije DK-I-60-3.
Poluvremena eliminacije nanocesticnih formulacija, LNP i NC, bila su znacajno manje u
neurofarmakokinetickoj studiji, u kojoj je svaka zivotinja doprinela samo jednoj vrednosti
koncentracije u plazmi, u poredenju sa studijom bioloSke raspolozivosti sa ponovljenim
uzorkovanjem iz pojedinacne zivotinje. Metodologija koriS¢ena u drugoj studiji je koriS¢ena kao
standardna metoda za prikupljanje i analizu farmakokinetickih podataka (Kang 1 sar., 2022), koja
sugeriSe da je farmakokineticko ponaSanje DK-I1-60-3 nakon oralne primene testiranih formulacija
odgovarajuce za primenu jednom dnevno u buduc¢im eksperimentima sa ponovljenim primenama
tretmana.

Tabela 4.4.1. Farmakokineticki parametri disperzije lipidnih nanocestica (LNP, oralna primena),
nanokristalne disperzije (NC, oralna primena) i rastvora (SOL, intravenska primena) u plazmi
nakon primene kod pacova u dozi 8,0 mg/kg.

Cmax (ng/ml) tmax (h) AUCO.24 (ngh/ml) tl/g (h) F (%)

LNP  134535+357,86 3,13+2,39 14164,44 +5462,42  17,29+19,01 34,71 +12/43
NC 1018,19 £546,88 2,81+2,67 1177582 +6443,16  10,47+9,45 2446+781
SOL 5197,97 £2043,49 0,12+0,08 45790,81 +11459,86 3,76 +1,77

Cmax — maksimalna koncentracija, tmax — vreme postizanja maksimalne koncentracije, AUCq.4—
povrsina ispod krive od t=0 do t=24 h, t1/2 — poluvreme eliminacije, F — apsolutna bioloska
raspoloZivost (srednja vrednost + standardna devijacija, n = 3).

ANOVA je pokazala da se AUCy.»4 razlikuje u zavisnosti od puta primene (F(2,11) = 21,343, P <
0,001). Sistemska izloZenost bila je znacajno veca nakon intravenske primene, u poredenju sa
oralnom primenom (P < 0,01), dok se LNP i NC nisu znacajno razlikovale (P = 0,912). lako je
bioraspolozivost obe formulacije bila oCigledno razli¢ita (LNP je imala oko 1,42 vece vrednosti od
NC), statisticka znacajnost nije dostignuta (P = 0,212, Student t-test), po svoj prilici usled relativno
visoke interindividualne varijabilnosti. Ovaj tip metodoloske prepreke moze se prevazi¢i u budu¢im
studijama primenom ukrstenog (engl. crossover) dizajna (Kralovi¢ova i sar., 2022).
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4.4.4. Neurofarmakokineticka studija i studija biodistribucije nanokristalnih disperzija DK-1-56-1

Farmakokineticka studija je sprovedena u cilju procene in vivo sudbine razvijene nanokristalne
disperzije DK-1-56-1 nakon intraperitonealne primene na miSevima u dobro tolerisanoj dozi
(Knutson 1 sar., 2018, Vasovic 1 sar., 2018) i ispitivanja pogodnosti ove formulacije za preklinicke
farmakokineticke studije. U skladu sa opStim preporukama za parenteralne preparate da se zadrzi
najjednostavniji  kvalitativni i kvantitativni sastav, nanokristalna disperzija stabilizovana
polisorbatom 80 je izabrana za in vivo eksperimente, sa dodatkom glicerola kao sredstva za
izotonizaciju (formulacija oznacena kao NS2-G). Nakon pripreme, NS2-G formulacija imala je z-
ave 273,3 £ 2,2 nm i PDI 0,263 + 0,017. Formulacija je bila pogodna za parenteralnu primenu sa
niskom koncentracijom polisorbata 80, malom veli¢inom cestica i osmolalnos¢u 289 mOsm/kg.
Rastvor (SOL) je bio zut, providan, bez separacije faza (talozenja supstance), dok se suspenzija
(SUSP) lako redispergovala u homogenu disperziju muckanjem i1 primenom ultrazvuka neposredno
pre primene. Raspodela veli¢ine Cestica u SUSP bila je Siroka sa D(v, 0,1) 1,40 + 0,01 pum, D(v,
0,5) 12,97 £ 0,58 um i D(v, 0,9) 87,33 + 2,63 um.

Tri formulacije DK-1-56-1 (NS2-G, SOL i SUSP) primenjene su intraperitonealno (i.p.) i njihovi
farmakokineticki profili kao i biodistribucija DK-1-56-1 su prikazani na slici 4.4.4. Generalno,
nakon i.p. primene klirens lekovite supstance iz peritonealne Supljine je voden difuzijom u okolna
tkiva, nakon ¢ega se lek prenosi kapilarnom krvlju ili limfom, metaboliSe enzimima tkiva ili vezuje
za protein tkiva, Sto rezultuje relativno brzom apsorpcijom (Claassen, 1994). Vrednosti povrSine
ipod krive (AUCy.35), koja odrazava raspolozivost izracunatu na osnovu krive koncentracije u
plazmi u zavisnosti od vremena, bile su razliCite za primenjene formulacije (F(2,6) = 39,280, P <
0,001). Nakon primene, najviSe koncentracije DK-1-56-1 u plazmi postignute su nakon SOL, zatim
NS2-G i SUSP, respektivno, i isti trend je primecen za AUCq.36 U plazmi (slika 4.4.4a). Cremophor
EL i DMSO su verovatno povecali brzinu apsorpcije, omogucujuci vise nivoe DK-I-56-1 u plazmi
nakon primene SOL (Buggins i sar., 2007).

Uzimaju¢i u obzir visoke koncentracije pomenutih ekscipijenasa u ovoj formulaciji (molarni odnos
DK-1-56-1/DMSO/Cremophor EL bio je 1/413/236), moze se pretpostaviti da ¢e oni imati uticaj i
na distribuciju DK-I1-56-1. Cremophor EL je Siroko KkoriS¢en solubilizator za brojne
slaborastvorljive lekovite supstance u parenteralnim formulacijama, ali moze izazvati mnoge
bioloske efekte, ukljucujuéi promene u dispoziciji leka (Gelderblom i sar., 2001). Poznato je da
Cremphor EL, menjajudi interakcije leka i proteina uti¢e na distribuciju paklitaksela i doksorubicina
(Badary i sar., 1998; Sykes i sar., 1994).

Raspolozivost u mozgu nakon SOL nije bila ve¢a nego nakon NS2-G i SUSP (H(2) = 0,622, P =
0,733), uprkos superiornijim nivoima u plazmi (slika 4.4.4b). U visokim koncentracijama DMSO
moze otvoriti krvno-mozdanu barijeru, omogucujuci veéi prolaz leka u mozak, iako literaturni
podaci nisu konzistentni po ovom pitanju (Buggins i sar., 2007). Medutim u ovom istrazivanju,
samo 3,12 = 0,38% od ukupnog AUC;.35 (suma AUCy.36 u Cetiri ispitivana kompartmana) je
dostigla mozak nakon SOL, i ovaj udeo DK-I-56-1 je bio slian i u slu¢aju druge dve formulacije
3,79 + 1,48% i 3,48 £ 2,21%, za NS2-G i SUSP, respektivno), Sto ukazuje na odsustvo efekata
DMSO na permeabilnost krvno-mozdane barijere. Dodatno, prema poluvremenu eliminacije, DK-I-
56-1 se zadrzao u mozgu duZe vremena kada je primenjen kao nanokristalna disperzija, u odnosu na
rastvor.
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a) —— NS2G —=— soL —e— sUSP b) —— NS2G —=— soL —e— SUSP

Cmax (ng/ml) 4406,72 + 2324,81 5469,13 £ 174575 296,78 £ 63,57 Cmax(ng/g) 760 63 + 425,87 572,60 £ 93,70 366,44 + 154,41
tmax (h) 0,69 +0,31 0,56 + 0,22 0,47 £0,27 tmax (h) 1,00 £ 0,00 0,33£0,00 1,56+1,22
AUCo_36 (ng - h/ml)  6770,35+770,69 10228,58 £ 1037,23 966,01 x 58,10 AUCo_36 (ng - hig) 2235,89+ 734,62 1641,84 £247,07 246222 £ 1517,23
t172 (h) 7,47 +3,68 453+1,48 3,41£0,62 tz (h) 10,98 +4,14 6,07 £ 1,80 9,96 £ 4,98
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Slika 4.4.4. Krive zavisnosti koncentracije od vremena i izracunati farmakokineticki parametri
nanokristalne disperzije (NS2-G), rastvora (SOL) i suspenzije (SUSP) u (a) plazmi, (b) mozgu, (c)
jetri i (d) bubregu nakon intraperitonealne primene kod miSeva u dozi 10,0 mg/kg. Cmax —
maksimalna koncentracija, tmax — vreme postizanja maksimalne koncentracije, AUCg.3s— povrsina
ispod krive od t =0 do t = 36 h, t1/2 — poluvreme eliminacije (srednja vrednost + standardna greska,
n=3).

Vrednosti AUCq.36 u jetri i bubregu nisu bili zna¢ajno razliiti izmedu primenjenih formulacija
(F(2,6) = 0,332, P = 0,730 i H(2) = 0,356, P = 0,837, respektivno) i profili koncentracija nakon
NS2-G i SOL su bili sliéni (slika 4.4.4c i d). Zapravo, visi procenat ukupnog AUCy.g6 je zaostao
uplazmi nakon SOL (19,52 + 1,11%, u poredenju sa 11,83 + 4,75% i 1,43 + 0,48% nakon NS2-G i
SUSP, respektivno), dok su izracunate vrednosti u tkivima bile sli¢ne nakon sve tri formulacije (oko
3% u mozgu, 40% u jetri i 50% u bubregu). Ovo potvrduje teoriju da uticaj Cremophor EL na
distribuciju moze biti izraZzen jedino u centralnom kompartmentu, odnosno krvi (Gelderblom i sar.,
2001). Zanimljivo je da je ukupan AUCy.36 u plazmi i organima nakon SOL bio zna¢ajno niZi nego
nakon NS2-G i SUSP (52368,97 + 4502,09; 75459,86 + 26699,73 i 86880,56 + 29533,80 ngeh/ml,
respektivno), ukazujuéi da je sastav SOL formulacije potpomogao povecanu eliminaciju iz tela.
Poznati su slucajevi nefrotoksi¢nosti DMSO 1 Cremophor EL, sa nekrozom tubularnih ¢elija 1
oligurijom (Pestel i sar., 2006; Buggins i sar., 2007), koji mogu doprineti nefizioloSkom postupanju
DK-I-56-1 iz SOL. 1z tog razloga, jednostavna formulacija NS2-G, bez organskih rastvaraca i sa
niskom koncentracijom surfaktanata, moze se smatrati glavnhom prednos¢u u odnosu na SOL,
izbegavanjem mogucnosti za nepravilno farmakokineticko ponaSanje i1 toksi¢nost uzrokovanu
ekscipijensima.
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Manja veli¢ina Cestica nanokristalne disperzije, 1 stoga povecanje povrsine dostupne za rastvaranje
bio je najverovatniji razlog za brzu apsorpciju i visu sistemsku ekspoziciju DK-1-56-1 nakon
nanokristalne disperzije kada se uporedi sa primenom suspenzije. Ova tvrdnja je bila podrzana
rezultatima in vitro ispitivanja brzine rastvaranja (slika 4.2.7). Sli¢no, u istrazivanju Sigfridsson i
sar. (2013) AUC i Cpax novih supstanci AC88 i BA99 bili su skoro dvostruko veci u zivotinja koje
su primile nanokristalnu disperziju u poredenju sa onim koje su primile mikrosuspenziju
intraperitonealnim putem. Sa druge strane, AUCg.3s U mozgu nakon NS2-G i SUSP bili su sli¢ni (P
= 0,733). Medutim, koncentracioni profil u mozgu nakon primene SUSP je pokazao bimodalnu
distribuciju veli¢ina, sa padom koncentracije nakon 1 h od primene (slika 4.4.4b), i isto ponaSanje
ove formulacije moze se primetiti u jetri i bubregu (slika 4.4.4 c i d). ObjaSnjenje za ovu pojavu
moZe se nac¢i u formiranju depoa DK-I-56-1 na mestu primene usled malih koli¢ina te¢nosti
dostupnih za rastvaranje, §to dovodi do nepravilne apsorpcije i distribucije, kao $to je primeceno u
slu¢ajevima intramuskularnih i1 subkutanih injekcija (Zuidema i sar., 1994). Zbog ovakvog
farmakokinetiCkog profila, uprkos visokim AUC u tkivima, koncentracija DK-1-56-1 u mozgu
nakon primene suspenzije bila je niza nego nakon druga dva tretmana u vecini vremenskih tacaka,
Sto moze ugroziti efikasnost. Osnovna prednost NS2-G u odnosu na SUSP bi stoga bila mala
veliCina Cestica 1 uza distribucija veli¢ina, vode¢i ka pouzdanoj bioraspolozivosti i pravilnijoj
farmakokinetici, §to je znacajno u preklinickim studijama kandidata za lek sa slabom
rastvorljivoscu.

4.4.5. Farmakodinamska studija sa nanokristalnom disperzijom DK-I-56-1

Studije motornih aktivnosti mogu objasniti efekte primenjenih lekovitih supstanci na ponaSanje
eksperimentalnih Zzivotinja i predstavljaju jedan od fundamentalnih pristupa tokom ispitivanja
psihofarmakoloskih lekovitih supstanci (Savi¢ i sar., 2006). Test spontane lokomotorne aktivnosti
(engl. spontaneous locomotor activity, SLA) je jedan od bihejvioralnih testova koris¢enih za
isptivanje aktivnosti lekovitih supstanci na GABAA receptore (Savié i sar., 2010; Savi¢ i sar., 2008).
Pojam spontane lokomotorne aktivnosti odnosi se na grupu neuslovljenih testova u kojima se prate
parametri kretanja. Na osnovu uticaja na lokomotornu aktivnost u glodara, mnoge psihotropne
supstance se definisu kao stimulansi ili depresori (Geyer, 1990). Hiperlokomocija nakon primene
DK-1-56-1 na pacovima ve¢ je pokazana u radu Knutson i sar. (2018). Specificni mehanizam
ovakvog ponasanja nije joS u potpunosti objasnjen, Sto zahteva dalja nastojanja da se identifikuje
osnovni bioloski supstrat. Medutim, nanoemulzija koja je koriS¢ena kao nosa¢ DK-I-56-1 u
pomenutom radu takode je imala blagu bihejvioralnu aktivnost, moguce zbog kompleksnog sastava
1 koris¢enja DMSO 1 benzilalkohola, $to je komplikovalo tumacenje rezultata. Stoga, SLA analiza je
sprovedena kako bi se procenilo koriS¢enje nanokristalne disperzije u farmakodinamskoj
karakterizaciji DK-1-56-1, posebno u smislu potencijalnog uticaja nosaca na dobijene rezultate.

Rezultati su prikazani na slici 4.4.5. Statisticka analiza pokazala je znaCajan uticaj NS2-G tretmana
na ukupni predeni put tokom 90 min prac¢enja (F(2,29) = 7,126, P = 0,003). Kao $to je prikazano na
slici 4.4.5a, hiperlokomotoni efekat DK-1-56-1 u NS2-G bio je znacajan u poredenju sa placebo
(PLA), kao i u odnosu na kontrolu (fizioloski rastvor, SAL), dok znacéajne razlike nisu pronadene
izmedu placeba i fizioloskog rastvora (P = 0,289). Ovi nalazi dokazali su da je primecena
hiperlokomocija bila posledica samo aktivnosti DK-1-56-1, bez doprinosa koris¢enog vehikuluma.
Kombinovani elektrofizioloSki i farmakokineticki rezultati prikazani u Knutson i sar. (2018)
sugeriSu da slobodna (nevezana) koncentracija DK-1-56-1 u mozgu u rangu bliskom 100 nM je
dovoljno visoka da poseduje farmakoloSke efekte. Stoga, sproveden SLA test potvrdio je rezultate
farmakokineticke studije u isporuci efektivnih koncentracija DK-1-56-1 u mozak nakon
intraperitonealne primene nanokristalne formulacije.
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Slika 4.4.5. Efekti nanokristalne disperzije (NS2-G) na (a) ukupni predeni put, (b) predeni put, (c)
ukupno vreme imobilisanosti i (d) vreme imobilisanosti kod miSeva nakon intraperitonealne
primene u dozi 10 mg/kg. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska. Post
hoc znacajne razlike su oznacene kao: *, ** 1 *** P <(,05; P <0,011P <0,001 vs. PLA; +, ++1
+++, P <0,05; P < 0,01 and P < 0,001 vs. SAL, respektivno. SAL — fizioloski rastvor, PLA —
placebo.

Rezultati su takode pokazali da je hiperlokomotorni efekat DK-1-56-1 bio viSe izrazen tokom
poslednjih 45 min eksperimenta (F(2,145) = 7,126, P = 0,003; F(5,145) = 92,474, P < 0,001, vs.
PLA i SAL, respektivno) (slika 4.4.5b), Sto sugeriSe da nije pretezno zasnovan na uticajima na
navikavanje/stresnu reakciju na novost. Kada su zZivotinje izlozene novom okruzenju, one pokazuju
radoznalost 1 strah, S$to deluje kao istrazivacki pogon. Medutim, nakon navikavanja, ovaj
istrazivacki pogon se smanjuje i emitovano ponaSanje moze pre da odrazava opStu, spontanu
lokomotornu aktivnost (Savi¢ i sar., 2006). Ovo je bilo posebno ocigledno za ukupno vreme
imobilisanosti (slika 4.4.5¢), parametar prepoznat kao robusniji u odnosu na ukupni predeni put.
Ovaj parametar je od specificnog interesa kada zivotinja prestane sa promenom lokacije, ali
nastavlja sa pomeranjima delova tela (na primer pomeranje glave). Uticaj tretmana na ukupno
vreme imobilisanosti je bilo sli¢cno kao na ukupni predeni put (F(2,29) = 11,887, P < 0,001), i
razlike izmedu NS2-G i druga dva tretmana bile su viSe izrazene u drugoj polovini eksperimenta
(F(2,145) = 11,885, P < 0,001; F(5,145) = 74,265, P < 0,001; F(10,145) = 2,938, P = 0,002, vs.
PLA, SAL i interakcija vreme Xx tretman, respektivno; slika 4.4.5d). Stoga, ocuvanje
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hiperlokomocije, koja je prime¢ena nakon navikavanja Zivotinja koje su primile NS2-G
predstavljalo je jasan dokaz samostalne aktivnosti DK-I-56-1.
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5. ZAKLJUCAK

5.1. Zakljucak prve faze eksperimentalnog rada

Prva faza istrazivanja bila je posvecCena preformulacionim ispitivanjima DK-1-60-3 i DK-I-56-1.
Obe supstance se nalaze u formi zutog kristalnog praska, neujednacene veli¢ine Cestica. Pod
mikroskopom uoceni su iglicasti kristali razli¢ite veli¢ine koji veoma lako formiraju agregate,
praSak je kohezivan. Metodom difrakcije X-zraka je potvrdena kristalna struktura sa dominantnim
signalima pri nizim 26, dok su na 26 ve¢im od 10° difrakcione linije bile znacajno niZzeg intenziteta.
Kako nisu dostupni podaci o parametrima kristalne reSetke supstanci, dobijeni difraktogrami su
sluzili za pracenje kristalne strukture supstanci u ostalim ispitivanjima.

Studije rastvorljivosti su pokazale da su obe supstance sli¢nih osobina, prasak supstanci je bio
veoma hidrofoban, a dobijene vrednosti rastvorljivosti pokazale su da su DK-1-56-1 i DK-1-60-3
prakti¢no nerastvorljive u vodi (rastvorljivost oko 6 pg/ml). Usled odsustva lako jonizujuéih grupa
u strukturi supstanci, njihova rastvorljivost se nije znacajno menjala pri promeni pH vrednosti u
fizioloski prihvatljivom opsegu, te je isklju¢ena moguénost promene osobina u razli¢itim delovima
tela (npr. razli¢iti delovi gastrointestinalnog trakta). Pored slabe rastvorljivosti u vodi, rastvorljivost
je bila niska i u uljima, Sto je iskljucilo formulaciju lipidnih nosaca kao Sto su emulzije.
Rastvorljivost u organskim rastvara¢ima je bila oko 1 mg/ml, osim u dimetil-sulfoksidu. lako se
mogu formulisati preparati sa ovim rastvaratem, njegova koncentracija mora biti ograni¢ena na
maksimalno 20%, Sto otezava formulaciju biokompatibilnog rastvora.

Termalna analiza pokazala je visoku temperaturu topljenja (316 °C), karakteristi¢énu za kristalne
supstance sa visokom energijom Kkristalne reSetke. Supstance su bile stabilne pri zagrevanju,
iskljucuju¢i polimorfne prelaze, i degradaciju. Brzim hladenjem rastopa supstance su gotovo u
potpunosti kristalisale, mada se ne isklju¢uje mogucénost formiranja strukture manjeg stepena
uredenosti od supstance in bulk. Visoka temperatura topljenja u kombinaciji sa nemoguéno$éu
dobijanja stabilnog amorfnog oblika iskljucili su formulaciju amorfnih sistema kao $to su Cvrste
disperzije. Na osnovu svih ispitivanja kao formulacioni pristup za prevazilazenje niske
rastvorljivosti izabrane su nanokristalne formulacije.

lako supstanca nije idealan kandidat za klasicne lipidne formulacije kao §to su emulzioni sistemi,
zbog niske rastvorljivosti u uljima, u poslednjem delu prve faze istraZzivanja sprovedena je procena
mogucénosti formulacije lipidnih sistema sa ¢vrstim lipidima. Kako se povecanje rastvorljivosti u
lipidnom matriksu prvenstveno postize dodatkom ulja, analiza ovakvih lipidnih sme$a bila je prvi
korak. Rastvorljivost DK-1-60-3 bila je suvise niska uprkos koris¢enju visokih koncentracija ulja u
smesi, Sto je prakticno onemogucilo formulaciju nanostrukturiranih lipidnih nosaca sa
odgovoraju¢om koncentracijom DK-I-60-3 u finalnoj formulaciji relevantnoj za farmakoloska
istraZzivanja. Dodatak 30% lecitina u ¢vrst lipid, sa druge strane je omogucio solubilizaciju DK-I-
60-3 i dobijanje homogenih lipidnih matriksa koji se mogu koristiti u formulaciji lipidnih
nanocestica. Lecitin je sa ¢vrstim lipidom formirao strukture koje omogucuju ukljucivanje lekovite
supstance u maksimalnoj koncentraciji 1%. Ovakav lipidni matriks je koris¢en u izradi lipidnih
nanocestica DK-1-60-3, namenjenih za oralnu primenu.

Preformulaciona istrazivanja u prvoj fazi istrazivanja pokazala su generalno slabu rastvorljivost
ispitivanih supstanci, DK-1-56-1 i DK-I-60-3, u vodi i najéesc¢e koris¢enim korastvara¢ima, Kao i
kristalnu strukturu praska supstanci sa visokom temperaturom topljenja. Na osnovu dobijenih
rezultata, kao jedan od reSenja za prevazilazenje niske rastvorljivosti izabrane su nanokristalne
disperzije. Pored toga, ispitivanje lipidnih smeSa sa visokom koncentracijom lecitina pokazalo je
moguc¢nost formulacije lipidnih nanocestica sa DK-1-60-3, namenjenih za oralnu primenu.
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5.2. Zakljucak druge faze eksperimentalnog rada

Druga faza istrazivanja obuhvatala je razvoj i fizickohemijsku karakterizaciju nanokristalnih
disperzija ispitivanih liganada, DK-1-56-1 i DK-I-60-3, u koncentraciji 2 mg/ml. Najpre je
sprovedena formulaciona studija u kojoj su odabrani formulacioni i procesni parametri Koji
obezbeduju pripremu disperzija male 1 ujednacene veli¢ine Cestica. Razvoj nanokristalnih disperzija
DK-I-60-3 bio je usmeren ka dobijanju oralnih formulacija, pa su kao stabilizatori kori$¢eni
natrijum-laurilsulfat (SLS) 1 polivinilpirolidon (PVP) u razli¢itim kombinacijama, a kao
formulacioni parametri varirani su trajanje usitnjavanja i zapremina kuglica cirkonijum-oksida. Ovi
parametri su analizirani simultano, poSto su medusobno zavisili jedni od drugih. Analiza veliine
Cestica i sveobuhvatna statisticka analiza pokazala je da produzenje trajanja usitnjavanja na sat
vremena dovodi do smanjenja veliCine Cestica i distribucije veli¢ine. Koli¢ina kuglica imala je
razliCit uticaj na veli¢inu Cestica u zavisnosti od formulacije, generalno sa povecanjem zapremine
kuglica dolazilo je do smanjenja veli¢ine Cestica usled veée moguénosti za kontakt Cestice
supstance sa kuglicom. Medutim, kako razlike u veli€ini nisu bile izraZzene kada je zapremina
kuglica sa 40% povecana na 60%, za dalji razvoj odabrana je zapremina od 40%. Pri izboru
koncentracije stabilizatora, utvrdeno je da ispitivane koncentracije natrijum-laurilsulfata i
polivinilpirolidona ne uti¢u znafajno na rastvorljivost DK-I1-60-3, S$to predstavlja jedan od
preduslova za uspesnu stabilizaciju. Povecanje koncentracije SLS je dovelo do smanjene veli¢ine
Cestica, Sto je ukazalo na povecanje pokrivenosti povr§ina nanokristala ovim stabilizatorom. Ova
tvrdnja je potvrdena i merenjem zeta potencijala, apsolutne vrednosti ovog parametara su rasle sa
poveéanjem koncentracije SLS i odnosa SLS i PVP. Dobijene odabrane formulacije imale su
prosecnu veli¢inu Cestica < 220 nm, indeks polidisperznosti < 0,250 i apsolutnu vrednost zeta
potencijala > 30 mV sa izuzetkom jedne formulacije sa najnizim odnosom SLS: PVP (F5).
Stabilnost odabranih formulacija F5-F8 (odnos SLS: PVP 1:10, 1:4, 1:2 i 1:1, za F5, F6, F7 i F8,
respektivno, odnos DK-1-60-3: SLS 1:4) potvrdena je nakon jednog i tri meseca ¢uvanja na 25 °C.
Kao najstabilnija formulacija pokazala se F5 sa najviSom koncentracijom PVP Sto je ukazalo na
znacaj dodatka polimernog stabilizatora.

Formulacije nanokristalnih disperzija DK-I-56-1 razvijene su za parenteralnu primenu. S obzirom
na stroze zahteve u pogledu veli¢ine Cestica parenteralnih formulacija, prilikom izbora procesnih
parametara ispitano je produzZenje trajanja usitnjavanja na dva sata, uz variranje zapremine kuglica.
Analiza veliCine Cestica pokazala je da produzenje vremena usitnjavanja zapravo dovodi do
povecéanja veliCine Cestica 1 distribucije veli¢ine, dok povecanje zapremine kuglica na 60% dovodi
do znacajnog smanjenja ovih parametara. Stoga je vreme usitnjavanja zadrzano na sat vremena, ali
je koli¢ina kuglica povecana na 60% zapremine tube u kojoj se vrsi usitnjavanje. Kao stabilizatori
korisc¢eni su polisorbat 80 samostalno ili u kombinaciji sa poloksamerom 407, poloksamerom 188 i
D-a-tokoferol polietilenglikol 1000 sukcinatom. Kako se 1 o¢ekivalo, sa povecanjem koncentracije
polisorbata 80, doslo je do smanjenja veli¢ine ¢estica. Medutim, formulacije sa najnizom i najvisom
koncentracijom ovog stabilizatora su bile nestabilne ve¢ jedan dan nakon izrade. Druga strategija za
povecanje stabilnosti bilo je kombinovanje drugih pomenutih stabilizatora sa polisorbatom 80 i
dobijene su formulacije zadovoljavajuce stabilnosti. Zaklju¢eno je da ukupna koncentracija
stabilizatora treba da odgovara polovini koncentracije DK-1-56-1, a odnos polisorbata 80 i drugog
stabilizatora 1:1. Ove formulacije su imale veli¢inu Cestica < 250 nm 1 indeks polidisperznosti <
0,250, a zeta potencijal bio je oko -20 mV. Nanometarska veli¢ina Cestica potvrdena je metodom
laserske difrakcije, a formulacije su se pokazale stabilnim tokom tri nedelje cuvanja na 25 °C.

Kako bi se procenila morfologija ¢estica nanokristala koriS¢ena je mikroskopija atomskih sila. Na
mikrografijama su se izdvojile izduzene pljosnate Cestice nanometarskih veli¢ina koje odgovaraju
veli¢ini dobijenoj drugim tehnikama merenja veli¢ine (dinamicko rasipanje svetlosti i laserska
difrakcija). Analiza ¢vrstog stanja bila je otezana oskudnim podacima o kristalnoj strukturi DK-I-
56-1 i DK-1-60-3 dostupnim u literaturi. Termalna analiza diferencijalnom skeniraju¢om
kalorimetrijom pokazala je zadrzavanje kristalne strukture sa diskretno nizom tackom topljenja (za
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oko 2 °C) koja je posledica smanjene veli¢ine Cestica. Dodatno, difrakcija X-zraka na uzorku praska
je pokazala znacajno smanjenje intenziteta difrakcionih linija karakteristicno za nanokristalne faze.
Obe supstance su ostale u kristalnom obliku, mada se ne isklju¢uje moguénost promene parametara
jedini¢ne Celije usled usitnjavanja.

Prema definiciji, nanonizacijom supstanci povecava se brzina rastvaranja i rastvorljivost. Kako bi se
uspesno odvojila rastvorena supstanca od nanokristalnih Cestica, ispitivanje brzine rastvaranja je
sprovedeno metodom sa dijaliznim vre¢icama. Pokazano je povecanje brzine rastvaranja u odnosu
na grubu disperziju i ¢istu supstancu, ali i mogu¢i metodoloski problem uticaja dijaliznih vrecica na
eksperiment. Znacajan nalaz jeste postizanje platoa brzine rastvaranja suspenzija, dok je kinetika
rastvaranja nanokristalnih disperzija ostala nepromenjena. Tokom ispitivanja brzine rastvaranja
nanokristala DK-1-56-1, pokazano je povecanje brzine u poredenju sa ¢istim DK-1-56-1, dok su
razlike izmedu nanokristalne i grube disperzije bile diskretnije i zavisile su od ispitivanih
formulacija. S obzirom da postoji moguénost ispoljavanja nestabilnosti nakon primene, sprovedeno
je ispitivanje stabilnosti formulacije DK-1-60-3 u fosfatnom puferu (pH 6,8). Ispitivane su tri
formulacije od kojih je formulacija F5, sa najvisom koncentracijom PVP pokazala najbolju
stabilnost. Analizom rastvorljivosti formulacija DK-1-60-3 u vodi, 0,1 M hlorovodoni¢noj kiselini
(pH 1,2) 1 fosfatnom puferu (pH 6,8), utvrdena je zavisnost od pH vrednosti i1 jonske jacine. Kako
sama supstanca nema pH-zavisnu rastvorljivost, a ni grube suspenzije (istog sastava kao
nanosuspenzije), objasnjenje za dobijene rezultate nalazi se u agregaciji Cestica tokom ispitivanja.
To je bilo posebno izrazeno prilikom ispitivanja rastvorljivosti u 0,1 M hlorovodoni¢noj kiselini
(pH 1,2) gde su se i vizuelno mogle uociti rastresite flokule Cestica. NajviSa rastvorljivost u vodi i
fosfatnom puferu postignuta je kod formulacije F5, Sto je u skladu sa rezultatima ispitivanja
stabilnosti u ovom medijumu. Prilikom ispitivanja rastvorljivosti nanokristala DK-1-56-1 velika
paznja posvecena je diferenciranju povecanja rastvorljivosti usled micelarne solubilizacije od
povecéanja rastvorljivosti usled usitnjavanja. Iz tog razloga je rastvorljivost ispitana i u rastvorima
stabilizatora. Rastvorljivost DK-1-56-1 u rastvorima stabilizatora je bila povecana kada su oni
koris¢eni u koncentraciji iznad kriticne micelarne koncentracije, medutim ocigledan je bio doprinos
I usitnjavanja veli¢ine Cestica pa su dobijene vrednosti vece najmanje 10 puta u odnosu na
neobradenu supstancu. Posto su ove formulacije namenjene za parenteralnu primenu, sprovedeno je
ispitivanje stabilnosti nanokristala DK-1-56-1 u fosfatnom puferu i u prisustvu govedeg serum
albumina. Ispitivane su dve formulacije — NS2 stabilizovana samo polisorbatom 80 i NS4
stabilizovana kombinacijom polisorbata 80 i poloksamera 407. lako su formulacione razlike bile
suptilne, one su se znacajno odrazile na ponasanje nanokristala u prisustvu proteina, te je prva
formulacija stupala u interakcije, dok kod druge do adsorpcije albumina nije doslo.

U cilju povecanja stabilnosti, razmotrena je liofilizacija nanokristalnih disperzija. Prevodenje
nanokristalne disperzije u ¢vrst oblik liofilizacijom je sprovedeno na primeru formulacije NS4
(nanokristalna disperzija DK-1-56-1 stabilizovana polisorbatom 80 i poloksamerom 407). Inicijalno
je sproveden skrining koncentracije lioprotektanata i1 sredstva za dopunjavanje, uzimajuéi u obzir
veli¢inu Cestica i indeks polidisperznosti nakon liofilizacije kao i indeks redisperzibilnosti i izgled
kolaca. Odabrane su tri formulacije sa ukupnom koncentracijom ekscipijenasa 10%: saharoza,
saharoza i manitol 1:1 i saharoza i manitol 3:2. Ove formulacije su imale zadrzanu veli¢inu Cestica,
indeks polidisperznosti < 0,200 i visok stepen redisperzibinosti (oko 95%). Kao procesni parametri
definisani su temperatura smrzavanja i temperatura primarnog suSenja, na osnovu odredivanja
temperature staklastog prelaza maksimalno krio-koncentrovanog rastvora (Tg’). S obzirom da su
nanokristali u formulaciji prisutni kao nerastvorene Cestice, njihovo prisustvo nije uticalo na
vrednost ovog parametra. Za uspesnu stabilizaciju krioprotektantima, smrzavanje treba biti
sprovedeno na temperaturi ispod Tg’, Sto je i dokazano ispitivanjem stabilnosti u studiji
smrzavanja-odmrzavanja. Sve tri formulacije su bile stabilne u ovoj studiji, sa indeksom
redisperzibilnosti nakon spontanog odmrzavanja od oko 95%. Primarno suSenje moZe biti
sprovedeno na temperaturi iznad i ispod Tg’, posebno kada se pored lioprotektanta nalazi i kristalno

98



sredstvo za dopunjavanje kao Sto je manitol. Stoga su nanokristalne disperzije suSene primenom dva
alternativna procesa — liofilizacija-1 sa primarnim suSenjem na -10 °C i liofilizacija-2 sa primarnim
suSenjem na -45 °C. U oba procesa temperatura smrzavanja je bila ispod Tg’.

Stabilnost liofilizata dobijenih liofilizacijom-1 je procenjena nakon jednog meseca Cuvanja na 25
°C, gde je primecen znacajan porast veli¢ine Cestica i smanjenje indeksa redisperzibilnosti na 30-
50%, a agregati veli¢ine ve¢e od 1 um su bili detektovani laserskom difrakcijom. Sa druge strane,
liofilizati dobijeni liofilizacijom-2 su praceni tokom tri meseca ¢uvanja na 2-8 °C. U ovom procesu
liofilizacije pored formulacija sa saharozom kao lioprotektantom koriS¢ena je i trehaloza. U svim
uzorcima je doslo do promene veli¢ine Cestica tokom liofilizacije, dok je ta promena bila najmanje
izraZzena kod odnosa saharoza ili trehaloza: manitol 3:2. Zanimljivo je da kada je kao lioprotektant
koriS¢ena trehaloza, veli¢ina Cestica se inicijalno znacajno povecala ali je zatim ostala konstantna
tokom celokupnog perioda pracenja. Tokom cuvanja je dosSlo do kolapsa kolaca sa saharozom kao
jedinim stabilizatorom S§to je potvrdilo znacaj dodatka manitola. Nanometarske veli¢ine u ostalim
uzorcima su bile potvdene laserskom difrakcijom. Stoga, liofilizacijom je postignuto produzenje
stabilnosti oko tri puta u odnosu na tecne disperzije.

Analiza ¢vrstog stanja je ukazala na znacajne razlike u uzorcima kada se posmatra stepen
kristali¢nosti ekscipijenasa. Dok su liofilizacijom-1 dobijeni pretezno kristalni liofilizati,
liofilizacijom-2 se u odredenim uzorcima nalazio delimi¢no ili potpuno amorfan materijal. Manitol
je u ovim uzorcima bio niskog stepena kristaliniteta, posebno u kombinaciji sa trehalozom.
Medutim, nije doSlo do promene morfologije ovih uzoraka tokom posmatranog perioda cuvanja. Na
mikrografijama dobijenim skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom i polarizacionom
mikroskopijom mogli su se videti agregati nanokristala kao i pojedinacne Cestice. Homogeniji
uzorci dobijeni su kada je kao lioprotektant koriS¢ena trehaloza, i na mikrografijama su se mogli
uociti pojedinacni nanokristali uronjeni u matriks stabilizatora. Medutim, stepen interakcija
analiziranih infracrvenom spektroskopijom sa Furijeovom transformacijom bio je ve¢i kada je
koriS¢ena saharoza, kada se uzmu u obzir vodoni¢ne veze koje se formiraju izmedu disaharida i
stabilizatora nanokristala. Time se objasnjavaju rezultati merenja veliCine Cestica odmah nakon
liofilizacije. Sa druge strane, zahvaljuju¢i smanjenom afinitetu prema vodi, specifi¢na konformacija
trehaloze omogucila je dobru stabilnost tokom cuvanja, sa gotovo nepromenjenom veli¢inom
Cestica.

Sumirano, u drugoj fazi eksperimentalnog rada pokazano je uspeSno formulisanje nanokristalnih
disperzija DK-1-60-3 i DK-1-56-1 namenjenih za oralnu i parenteralnu primenu, respektivno.
Dobijene formulacije imale su submikronsku uniformnu veli¢inu Cestica, i obezbedile su povecanu
brzinu rastvaranja i rastvorljivost ispitivanih supstanci, zadrzavaju¢i njihova kristalna svojstva.
Liofilizacijom nanokristalnih disperzija DK-1-56-1, uz odabir odgovarajuée koncentracije
saharoze/trehaloze i manitola, kao i parametara procesa znacajno je povecana stabilnost tokom
cuvanja. U ovoj fazi su odabrane formulacije za analizu farmakokinetickih svojstava supstanci u
cetvrtoj fazi eksperimentalnog rada.

5.3. Zakljucak trece faze eksperimentalnog rada

U tre€oj fazi istrazivanja razvijene su lipidne nanocCestice DK-1-60-3, koriste¢i lipidni matriks
odreden u prvoj fazi istrazivanja i izvrSena je njihova fizickohemijska karakterizacija. Razvijene su
formulacije sa 10% i 15% lipidne faze, stabilizovane polisorbatom 80, sa koncentracijom DK-1-60-
3 1,0 mg/ml i 1,5 mg/ml, respektivno. Inicijalno, u eksperimentima sa placebo formulacijama
odredeni su procesni parametri homogenizacije pod visokim pritiskom — 20 ciklusa i pritisak 750
bar. Veli¢ina ¢estica formulacija bila je manja od 100 nm, a indeks polidisperznosti < 0,300, tako da
su dobijene formulacije bile u odredenom stepenu transparentne. FiziCkohemijska karakterizacija
obuhvatala je i odredivanje zeta potencijala (od -34 do -50 mV), pH vrednosti (od 4,2 do 5,5) i
elektri¢ne provodljivosti (od 145 do 200 uS/cm) nakon jednog dana i 30 dana od izrade. Posmatrane
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formulacije su se smatrale stabilnim tokom navedenog perioda ¢uvanja u frizideru (2-8 °C). Kao
dodatni parametar koji definiSe stabilnost formulacija odredena je efikasnost inkapsulacije, a
dobijene vrednosti vece od 99% ukazale su na prevashodnu lokalizaciju DK-I1-60-3 u lipidnom
matriksu nanocestica. Medutim, tokom ¢uvanja je primecena sedimentacija dela supstance na dnu
bocice koja je ukazala na odredeni vid nestabilnosti koji nije mogao biti uoen pracenjem
fizickohemijskih karakteristika. Stoga je koncentracija DK-1-60-3 u formulacijama smanjena za
20%, a dobijene disperzije su imale iste karakteristike kao inicijalno razvijene formulacije, dok do
sedimentacije tokom Cuvanja nije doslo. Stabilnost formulacija je prac¢ena i u odabranim puferima,
relevantnim za predloZeni oralni put primene. Cestice sa 10% masne faze su bile stabilnije, posebno
u 0,1 M hlorovodoni¢noj kiselini (pH 1,2) i acetatnom puferu (pH 4,0), dok je do poveéanja veli¢ine
Cestica u fosfatnom puferu (pH 6,8) doslo nakon cetiri sata inkubiranja. Dobra stabilnost u ovim
uslovima je posledica pre svega sterne stabilizacije koja potice od polisorbata 80, s obzirom da je
elektrostati¢ko odbijanje bilo minimalno, prema izmerenim nultim vrednostima zeta potencijala.

S obzirom na kompleksan sastav 1 strukturu lipidnog matriksa, velika paZznja posvecena je
ispitivanju morfologije i strukture dobijenih nanocestica. Na mikrografijama dobijenim
mikroskopijom atomskih sila, uo¢ene su pojedinac¢ne Cestice malih veli¢ina uronjene u okruzenje, sa
omota¢em debljine oko 2 nm koji verovatno potice od stabilizatora. Termalnom analizom je
potvrdeno kristalno stanje lipidnog matriksa sa temperaturom topljenja iznad 40 °C, dok je
poredenjem placebo formulacija sa onim koje sadrze DK-1-60-3 utvrden pozitivan uticaj liganda na
kristalizaciju lipida. Strukturna analiza nuklearnom magnetnom rezonancom dala je znacajna
saznanja o strukturi nanocestica. Na osnovu rezultata predloZena je slojevita struktura nanocestica
sa lipidnim jezgrom sastavljenim od triglicerida Cvrstog lipida i ovojnicom u kojoj se primarno
nalaze fosfolipidi lecitina i uklopljen ligand DK-I-60-3. Ovaj omota¢ je delimi¢no fluidan, i
verovatno se sastoji od viSe lamelarnih slojeva, kako je i1 primefeno na mikrografijama, i
obezbeduje elektrostaticku stabilizaciju nanocestica. Polisorbat 80 je bio hidrofobnim delom
molekula uronjen u lipidni matriks dok je hidrofilna glava mobilna u vodenoj fazi $to znacajno
doprinosi stabilnosti sistema.

Ukratko, u trecoj fazi eksperimentalnog rada pokazan je uspeSan razvoj lipidnih nanocestica DK-I-
60-3 sastavljenih od matriksa sastavljenog od ¢vrstog lipida sa visokom koncentracijom lecitina.
Dobijene nanocestice imale su nanometarsku veli¢inu, zadovoljavajuéu jednomesecnu stabilnost i
visoku efikasnost inkapsulacije. Strukturna analiza pokazala je slojevitu strukturu nanocestica sa
lecitinskim omota¢em obogaéenim supstancom DK-1-60-3. Razvijena formulacija je namenjena za
oralnu primenu, pa ¢e uticaj stepena dispergovanja supstance, njene lokalizacije i1 sastava preparata
na apsorpciju biti ispitan u narednoj fazi eksperimentalnog rada.

5.4. Zakljucak Cetvrte faze eksperimentalnog rada

U Cetvrtoj fazi sprovedene su in vivo farmakoloSke studije na eksperimentalnim Zivotinjama. U
prvom eksperimentu je sprovedena neurofarmakokineticka studija na pacovima pri ¢emu je
uporedivana nanokristalna disperzija DK-1-60-3 (F5) sa odgovaraju¢om grubom disperzijom nakon
oralne primene, u stanju sitosti i stanju gladi. Koncentracija DK-1-60-3 je prac¢ena u krvi (plazmi),
mozgu kao ciljnom organu, i jetri i bubregu kao glavnim ekskretornim organima. Rezultati su
pokazali manje interindividualne varijacije u odnosu na stanje sitosti ili gladi nakon primene
nanokristalne formulacije. Dodatno pokazan je pozitivan uticaj usitnjavanja liganda na
bioraspolozivost, pa su dobijene dva do tri puta veée vrednosti maksimalne koncentracije i povrSine
ispod krive u plazmi i mozgu. S obzirom da su poredene formulacije imale isti kvalitativni i
kvanititativni sastav, dobijeni rezultati su iskljucivo posledica povecanja apsorpcije usled smanjene
veliine Cestica. Duze zadrzavanje DK-1-60-3 u mozgu 1 jetri je ukazalo na mogucée formiranje
depoa u ovim organima. Sli¢ni profili koncentracije dobijeni su za obe formulacije (nanokristalna
disperzija 1 suspenzija), ukazujuci na sli¢nu distribuciju DK-I-60-3 koja je bila vodena osobinama
liganda, pre nego formulacionim aspektima.
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Kako bi se procenio doprinos druge vrste nanocesticne formulacije apsorpciji DK-1-60-3,
sprovedena je neurofarmakokineticka studija u kojoj su uporedene nanokristalna disperzija i
disperzija lipidnih nanocestica. Lipidne nanocestice su povecale stepen apsorpcije u odnosu na
nanokristale, prema rezultatima maksimalne koncentracije u plazmi i povrsSine ispod krive, a ovo
povecanje je bilo praéeno povecanjem koncentracija u mozgu u istom obimu. lako tacan
mehanizam povecanja obima apsorpcije nije razjasnjen, verovatno je znacajnu ulogu imao sam
sastav lipidnih nanocestica, sa lipidima i stabilizatorima (lecitin 1 polisorbat 80) koji na razlicite
nacine povecavaju apsorpciju lekovitih supstanci. S obzirom da je koncentracija DK-1-60-3 u
mozgu povecana u istom obimu kao u plazmi, nanocestice verovatno nisu apsorbovane kao intaktne
Cestice, ve¢ je doslo do njihove degradacije. Medutim, ponovo kao u prethodnom eksperimentu,
doslo je do produzenog zadrzavanja u mozgu DK-1-60-3, Sto moze uticati na rezim doziranja
potencijalnih lekova koji bi sadrzali ispitivane sisteme.

Kako bi se bolje procenio uticaj razvijenih sistema na povecanje bioraspolozivosti, sprovedena je
studija bioloske raspolozivosti pri ¢emu je apsolutna bioraspolozivost nanokristala i1 lipidnih
nanocestica procenjena u odnosu na intravenski rastvor. Sistemska izloZenost je bila znacajno veca
nakon primene rastvora u odnosu na oralno primenjene nanoformulacije. Apsolutna
bioraspolozivost nanokristala bila je 24,46 = 7,81% dok je nakon lipidnih nanocestica bila oko 1,4
puta veca (34,71 + 12,43%). lako nije postignuta statisticka znacajnost ove razlike, verovatno zbog
interindividualnih razlika, ova studija je opravdala razvoj lipidnih nanocestica kao slozenijih
formulacija za povecanje bioloske raspolozivosti DK-I-60-3 nakon oralne primene.

Neurofarmakokineti¢ka studija na miSevima nakon intraperitonealne primene nanokristala DK-1-56-
1 u odnosu na rastvor i uobicajeno koriS¢enu grubu disperziju pokazala je znacaj jednostavne
formulacije razvijenog preparata. Dok je smanjenje veliCine Cestica dovelo do povecanja
bioraspolozivosti u krvi i mozgu u odnosu na suspenziju, odsustvo organskih rastvaraca i visokih
koncentracija surfaktanata je bilo klju¢no za povecanje biokompatibilnosti formulacije i smanjenja
negativnih uticaja ekscipijenasa na farmakokinetiku DK-1-56-1. Koncentracija DK-1-56-1 u mozgu
nakon nanokristalne formulacije bila je komparabilna sa rezultatima nakon primene rastvora Kkoji je,
zbog niske rastvorljivosti DK-1-56-1 imao visoku koncentraciju dimetil sulfoksida i Cremphor EL.
Sa druge strane, nakon primene suspenzije dobijen je bimodalni profil koncentracije u mozgu, sto
upucuje na nepouzdanost ove formulacije u prekliniCkom ispitivanju DK-I-56-1. Stoga je
nanokristalna disperzija DK-I-56-1 prepoznata kao omogucujuca formulacija za farmakokineticka
preklinicka ispitivanja ovog liganda.

Kompatibilnost razvijene formulacije nanokristala DK-1-56-1 u sklopu farmakodinamskih
ispitivanja pokazana je testom spontane lokomotorne aktivnosti. Hiperlokomocija, koja je
primecena u miseva koji su tretirani nanokristalnom disperzijom u odnosu na placebo i fizioloski
rastvor, jasno je ukazala na samostalno delovanje liganda, bez uticaja komponenata formulacije
(ekscipijenasa) na rezultate. S obzirom da su razlike izmedu tretmana u predenom putu i vremenu
imobilnosti bile vise izrazene u drugom delu eksperimenta, kada prestaje istrazivacki pogon
zivotinja, dobijeni rezultati ukazuju da je odrzanje hiperlokomocije bilo posledica aktivnosti DK-I-
56-1, bez negativnih uticaja ekscipijenasa primecenih prilikom koriS¢enja nanoemulzija. Na taj
nacin potvrdena je hipoteza koriS¢enja nanokristalnih disperzija u farmakodinamskom profilisanju
ispitivane supstance.

Posmatrano zajedno, rezultati farmakokinetickih studija pokazali su osnhovne prednosti
nanocesti¢nih sistema u odnosu na konvencionalne formulacije — povecanje bioloske raspolozivosti
i posledi¢no povecanje koncentracija u mozgu kao ciljnom organu, uz istovremeno odsustvo
negativnog uticaja ekscipijenasa na distribuciju supstanci. Farmakodinamska studija potvrdila je
isporuku ispitivanih supstanci u mozak u efikasnim koncentracijama, ali i pogodnost nanokristalnih
disperzija za bihejvioralna ispitivanja. Stoga, ¢etvrta faza eksperimentalnog rada dokazala je razvoj
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nanokristalnih disperzija i lipidnih nanocestica kao omogucujué¢ih formulacija za farmakolosko
profilisanje ispitivanih supstanci DK-1-56-1 i DK-1-60-3.

5.5. Opsti zakljucak

Rezultati doktorske disertacije prikazali su uspeSan razvoj dve vrste nanocesticnih sistema
namenjenih za isporuku dva novosintetisana liganda, DK-1-56-1 i DK-1-60-3: nanokristala i lipidnih
nanoCestica. Poznavanje fizickohemijskih osobina supstanci je od presudnog znacaja za odabir
formulacionih strategija za prevazilazenje niske rastvorljivosti, posebno kada su u fokusu
novosintetisane supstance. Sa druge strane, razvoj formulacija koje bi se koristile u preklinickim
studijama treba da uzme u obzir jednostavan sastav sistema i nisku koncentraciju ekscipijenasa,
kako bi se omogucilo ispitivanje osobina supstanci nakon primene. U tom smislu, dobijene
formulacije su obezbedile povecanje bioraspolozivosti ali istovremeno i distribuciju liganada
vodenu njihovim osobinama. Nanokristalne formulacije imaju prednost zbog niske koncentracije
stabilizatora, medutim njihova stabilnost prilikom oralne primene moze biti narusena, smanjujuci
efekte nanometarskih velicina Cestica. Stoga, lipidne nanocestice mogu posluziti kao alternativan
pristup, uprkos njihovoj kompleksnijoj strukturi. Naredni korak u istrazivanju razvijenih sistema bio
bi razvoj nanocestica za ciljanu isporuku DK-I-56-1 i DK-1-60-3 u mozak, kao ciljni organ, kao i
razvoj disperzija odgovarajuce dugorocne stabilnosti koje bi mogle biti osnov za preparate koji bi se
primenjivali u klinickoj fazi razvoja.
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H3jasa o ayTopcTBYy

HWMe 1 npe3ume aytopa Jenena Murposuh

Bpoj unpekca_15/2017

H3jas/byjem

Jia je AOKTOPCKA AUCepTallMja Mo HacJOBOM

npeKJIHHPI‘{Ka HCIIHUTHBAKbA Ancnepanja HaHOKPHCTaJIa U JIMIUAHUX HAHOYECTHIIA ACYTEPHCAHHUX

ITHPa30JI0XUHOJITHHOHCKHUX JIMTraHaa - d)HBH‘IKOXEMPIjCKH Y GUOJIOIIKH aCEKTH

¢ DPE3YJITAaT CONICTBEHOI HCTPAXXHUBAYKOT paja;

® Ja/ucepTaliyjay LeJIMHH HH y IeJIOBMMA HHje 61JIa IpeAJIoxKeHa 3a CTUL@mbe Jpyre
AMIUIOME NpeMa CTY/J!jCKHM IIporpaMHMa pyrux BUCOKOIIKOJICKUX yCTaHOBa;

® Jla Cy pe3yJITaTH KOPEKTHO HaBeJEeHHU H

® /la HHCaM KpIIKO/Jia ayTOpCKa paBa U KOPHCTHO/JIa MHTE/IEKTYa/IHY CBOjUHY JPYTHX
JIMIA.

INloTniuc ayTopa

Y Beorpagy, 7.7.2023.




H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH LITAMNAaHE U €JIEKTPOHCKE BEpP3Hje JOKTOPCKOT
pajaa

HWmMe u npesume aytopa Jenena Murposuh

Bpoj unagekca _15/2017

Ctyaujcku nporpam _JIoKTOpcke akaaeMcke cTyauje, Moaya PapmalieyTcka TEXHOIO0IHja

Hacnos paga HQCKJII/IHI/I‘—IKa HUCITUTHBaKHA gncnepmia HaHOKpHCTAJIa U JIMNUOAHUX HAHOYCCTHUIIA

JCYTCPUCAHUX IMUPA3OJOXUHOJIHHOHCKHUX JINTaHajaa — d)I/I3I/IqKOXCMI/IiCKI/I Y OMOJIOIIKY acleKTH

MenTtop CHexana Casuh

HsjaB/byjeM aa je mTamnaHa Bep3dja MOI JOKTOPCKOT pajja MCTOBETHA €JIEKTPOHCKO]
BEP3UjH KOjy caM I@pejao/na paAM NoOXpawmHBawka y JIUTMTA/HOM pPeNno3UTOPHjyMYy
YuuBepsurera y beorpaay.

JlosBo/baBaM fAa ce o6GjaBe MOjU JIMYHU NOJAlM Be3aHH 3a Jo6OHjaibe aKaJeMCKOI Ha3HBa
AIOKTOpA HayKa, Kao LITO Cy HMe U Ipe3uMe, F'0jJMHa U MecTo pohewa M JaTyM of0paHe paja.

OBM JIMYHU NOAALM MOTY Ce 06jaBUTH Ha MPEXHUM CTPaHHLaMa JUTHTa/lHe GUBIHOTEKE, Y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJIOry H y nmyb/iMkanujama YHuBep3urteTa y Beorpaany.

IloTniuc ayTopa

Y Beorpagy, 7.7.2023.
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H3jasa o xkopumhemwy

Osnamhyjem YHuBepsuTeTcKy 6ubauoreky ,CBerosap Mapkosuh“ ga y /Jlururannu
penosuTopHjyM YHuBep3uTeTa y bBeorpajgy yHece MOjy [JOKTOPCKY JAHCEPTALHjy IOZ
HaCJI0OBOM:

HPEKJIHHH‘XKH HCIIMTHBAKA ,zmcnepanja HaHOKpPHCTaJia U JIMITHAHHUX HAHOYECTHLA
AE€YTEPUCAHUX NHPA30JIOXHHO/IMHOHCKHX JIMTaHa4a — (l)HBH‘{KOXGMHjCKH Y GHOJIOLIKH aCleKTH

KOja je Moje ayTOPCKO JieJio.

AucepTanujy ca CBMUM NpHJI03MMa NpeAao/Jia caM y eJIEKTPOHCKOM GpopMaTy IOroJHOM 3a
TPajHO apXUBHpabE.

Mojy foKTOpCKY AucepTalujy noxpameHy Y JIMTUTaJIHOM PENO3UTOPHjyMy YHUBEpP3HUTETA Y
Beorpaay u focTynHy y OTBOPEHOM NPUCTYIY MOTY Jja KOPUCTE CBH KOjH MOIUTYjy ofpen6e
caapxaHe y ofabpanoM tuny JjuneHue KpeatusHe 3ajeguuue (Creative Commons) 3a Kojy
caM ce OJIy4Ho/J1a.

1. Aytopcto (CC BY)
2. AytopcTBo - HekoMepuujanHo (CCBY-NC)
@AyTopCTBo - HeKoMepuMjaaHo - 6e3 npepaga (CCBY-NC-ND)
4. AyTOPCTBO - HEKOMEpPIHjalHO — AeJIUTH NoJ UcTHM ycaoBuMa (CCBY-NC-SA)
5. AytopcTBo - 6e3 npepaga (CCBY-ND)
6. AyTOpCTBO - JIeJIMTH N0 UCTUM ycnoBuMa (CC BY-SA)

(MosiMMO Jja 3a0KPY>KHTe CaMo jeiHY O IECT NOHYHEHMX JUIEHIH.
KpaTak onuc JIMLeHI Y je cacTaBHHU JIe0 OBe H3jaBe).

IloTnuc ayropa

Y Beorpapy, 7.7.2023.
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1. AyTopcTBO. /l03BO/baBaTe YMHOXaBakbe, JUCTPUOYIHjY U jaBHO CAONINTaBambe Aena, U
npepaze, ako ce HaBeJie HMe ayTopa Ha HayuH ojpebeH op cTpaHe ayTopa WM JaBaola
JIMLIEHIIe, YaK U Y KoMepLHjaiHe cBpxe. OBO je Hajc1060HHUja O CBUXJIMLEHIH.

2. AyTOpCTBO - HeKoMepuMja/iHo. /l03B0o/baBaTe YMHOXKaBaibe, AUCTPUOYLH]Y M jaBHO
caomniuTaBame Aesa, ¥ npepajie, ako ce HaBeJile MMe ayTopa Ha HauyuH ojpehen of cTpaHe
ayTopa WM AaBaola juueHne. OBa JHIleHIIa He J03B0/baBa KOMePIHjaJIHy ynoTpeby fea.

3. AyTOpCTBO - HEKOMepLMjaJHO - ©6e3 mnpepaja. /Jlo3BosbaBaTe YyMHOXKaBame,
JUCTPUOYLMjy U jaBHO caolluTaBawe Jesa, 6e3 npoMeHa, NpeobJUKOBawka UM ynoTpebe
JleJla y CBOM Jiesly, ako Ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HayuH ogpebeH oJ cTpaHe ayTopa Wiu
JaBaoua suneHne. OBa JIMIEHIA He J03B0/baBa KOMepLUjaJHy ynoTpeby Aesa. Y oJHOCY Ha
CBe OCTaJle IMLeHlle, OBOM JIMLIEHLIOM Ce orpaHu4aBa Hajsehu o6um npapa kopuiuhema gea.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLHja/JIHO - JeJMTH NOoJ MCTUM ycaoBuMma. [lo3BosbaBaTe
YMHOXaBame, JUCTPUOYLIHjy M jaBHO caolllTaBake Jiesa, U mpepajie, ako ce HaBeJle uMe
ayTopa Ha HauMH ojpebeH oj cTpaHe ayTopa WJIM JlaBaolia JIMLEHILIE U aKo ce mpepaja
JUCTpUOyHpa TMOJ HCTOM MM CIMYHOM JidieHnoM. OBa JIMUEHL@ He [03B0J/baBa
KOMepLHjaJHy ynotrpeby Aiesa 1 npepaja.

5. AyropcTBO - 6e3 mnpepaga. [lo3Bo/baBaTe YMHOXaBakbe, AUCTPHOYLH]y H jaBHO
caoniuTaBame Jesa, 6e3 NpoMeHa, NpeobINKOBaba WK YIOTpebe Jesa y CBOM Jies1y, ako ce
HaBeJe MMe ayTopa Ha HauyuH ofipeheH o/ cTpaHe ayTopa WM jAaBaoua JuueHue. Osa
JIMLeHIa 03B0/baBa KOMepLHjalHy ynoTpeby Jea.

6. AyTOPCTBO - A€JIMTH N0/, HCTHUM yCJI0BMMA. /[03BO/baBaTe YMHOXKaBake, JUCTPUOYLIH]Y
Y jaBHO caolllTaBame JeJa, U Npepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of
CTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIMLEHLIE K aKOo Ce Impepaja AUCTPUOyUpa MOJ MCTOM MM
CAMYHOM JnneHnoM. OBa JIMLIEHLIa [03B0/baBa KOMeplHjasHy ynoTpeby Aesa U mpepaja.
CnnyHa je codPTBEpCKUM JIMLIEHLIaMa, OZHOCHO JIHIeHIlaMa OTBOPEHOr Koa.
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