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1. Uvod
1.1. Anatomija nosne Supljine

Nos se anatomski dijeli na vanjski nos, nosnu Supljinu i paranazalne sinuse. Svaki od ova

tri dijela ima specifi€nu fizioloSku ulogu koja proizlazi upravo iz njihove anatomske strukture.

Vanjski nos je piramidalna struktura smjeStena u samom srediStu lica koja se sastoji od
kostiju i hrskavice. Gornji dio koji se spaja s ¢elom naziva se korijen nosa, a slobodni donji dio
koji se pruza anteriorno, vrh nosa. Baza nosa sastoji se od dva elipsoidna otvora koji
predstavljaju otvore nosnica i lateralno su omedeni nosnim krilima. Noshice su medusobno
odijeliene prednjim dijelom nosne pregrade, odnosno kolumelom [1], [2]. Ko&tanu oshovu
vanjskog nosa tvore nosne kosti i kosti gornje Celjusti, dok elasti¢ni dio tvore nosne hrskavice.
U sredisnjoj ravnini nalazi se gornji dio hrskavice nosne pregrade, a lateralno, s obje strane
nosnog hrpta, po jedna postrana nosna hrskavica (Slika 1.) [2]. Kut kojeg zatvaraju postrane
nosne hrskavice i septum vazan je za protok zraka kroz unutradnjost nosa, to¢nije odreduje
geometriju i povrSinu unutarnjih nosnih valvula [1]. Valvule se nalaze na mjestu gdje se
postrane hrskavice povezuju s krilnim hrskavicama [2], [3] te predstavljaju najuzi dio nosa i
mjesto generiranja velikog otpora protoku zraka $to je iznimno vazno za fizioloSku funkciju

nosa [4].

Nosna Supljina (Slika 2.) prostire se izmedu krova usne Supljine i baze lubanje. Omedena
je kostanom osnovom, a kostano-hrskavi¢ni septum dijeli ju po sredini na lijevi i desni dio [2].
Ulazni otvori u nosnu Supljinu su nosnice, a zavrsne otvore prema zdrijelu ¢ine nosni lijevci.
Lijeva i desna polovica nosne Supljine dijele se na nosni vestibulum ili predvorje nosa i pravu

nosnu Supljinu [1], [2].
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Slika 1. Anatomija vanjskog nosa (prilagodeno prema [5] uz suglasnost izdavaca - u

Prilogu)

Predvorje nosa (nosni vestibulum) smjesteno je na ulazu u nosnu Supljinu. Prekriveno je
skvamoznim epitelom i sadrzi nosne dlacice koje pri disanju imaju vaznu ulogu u zadrzavanju
vecih Cestica na samom ulazu u nos. Granicu izmedu vestibuluma i prave nosne Supljine Cini
limen nasi [1], [2]. To je ujedno i mjesto gdje zapocinje prijelaz prema respiratornom epitelu

koji oblaze gotovo cijelu unutrasnjost nosne Supljine [1], [6].

Prava nosna Supljina moze se podijeliti na: dno nosne Supljine, nosnu pregradu, lateralnu
stijenku, njusno podrucje i krov nosne Supljine. Nosnu pregradu ili septum tvore okomita plo¢a
reSetnice (lat. lamina perpendicularis ossis ethmoidales), raonik (lat. vomer) i hrskavica nosne

pregrade (lat. cartilago septi nasi) [1], [2].

Lateralna stijenka nosne Supljine (Slika 2.) specifine je grade i zasluzna je za glavninu
otpora protoku zraka kroz unutradnji nos. Cine ju tri nosne $koljke: gornja, srednja i donja te
pripadajuci nosni hodnici kroz koje struji zrak pri disanju [1], [2].

Sluznica nosa je najdeblja i najvise prokrvljena na podrucju nosnih Skoljki te prednjem i
straZnjem dijelu septuma, dok je jako tanka u podrucju nosnih hodnika $to je izrazito vazno za

obavljanje fizioloSke funkcije nosa [1].



U doniji nosni hodnik otvara se suzni kanal koji dovodi suze u nosnu Supljinu te zajedno s
mukocilijarnim €iséenjem pridonosi brzem uklanjanju udahnutih Cestica s povrsine sluznice.

Unutar srednjeg i gornjeg nosnog hodnika nalaze se otvori koji povezuju nosnu Supljinu s
paranazalnim sinusima [1], [2].
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Slika 2. Anatomija nosne Supljine; pogled sa strane (prilagodeno prema [5] uz
suglasnost izdavaca - u Prilogu)

[AR = anteriorna regija; TR = turbinatna regija; PR = posteriorna regija]

Njusno podrucje smjesteno je u straznjem dijelu gornje nosne skoljke, a ispod krova nosne
Supljine. U tom dijelu nalazi se uski njusni Zlijeb obloZen sluznicom koja sadrzi gusto pakirane
receptorske stanice (neurone) za njuh. Te iste stanice mozemo naci i u drugim dijelovima
nosne Supljine, no u tim podrucjima su mjestimicno rasporedene izmedu trepetljikavih stanica
respiratornog epitela [1], [2].

U paranazalne sinuse ubrajamo: sinus gornje Celjusti (lat. sinus maxillaris), ¢eoni sinus
(lat. sinus frontalis), sinus Kklinaste kosti (lat. sinus sphenoidalis) i tzv. labirint reSetnice (lat.
sinus ethmoidales). To su zrakom ispunjene Supljine smjeStene unutar pripadajucih kostiju
koje su oblozene respiratornim epitelom. S nosnom Supljinom povezane su otvorima u
njezinom lateralnom zidu zbog ¢ega je omoguceno mukocilijarno potiskivanje sadrzaja sinusa
direktno u nosnu Supljinu [1], [2].



Za obavljanje fiziolodke funkcije nosa, uz anatomiju dosad spomenutih kostano-
hrskavi¢nih struktura, klju€an je i anatomski raspored krvnih Zila i Zivaca u sluznici nosa.
Arterije koje opskrbljuju razli¢ite dijelove nosne Supljine ogranci su o¢ne i licne te arterije gornje
Celjusti. One se dodatno granaju unutar nosne Supljine i medusobno tvore anastomozne
spletove unutar mukoze [1], [4]. Sfenopalatina arterija (ogranak arterije gornje celjusti)
opskrbljuje mukozu nosnih skoljki, hodnika i posteroinferiorni dio septuma, stoga se moze reci

da je to krvna Zila koja opskrbljuje glavninu mukoze nosne Supljine [1].

U podrucju nosnog vestibuluma, na septumu, nalazi se tzv. Kiesselbachov pleksus. To je
anastomozni splet sfenopalatine i prednje etmoidalne arterije s ogrankom arterije gornje usne.
U vecini slu€ajeva epistakse (krvarenja iz nosa), izvor krvarenja potje€e upravo iz ovog spleta
[1], [7]. Submukoza posteriornog dijela septuma te srednje i donje nosne 3koljke sadrzi osobito
razvijene venske spletove nalik onima u erektinom tkivu [1]. Zbog velikog kapaciteta
zaprimanja krvi prilikom vazodilatacije, moZze do¢i do nabreknu¢a mukoze ¢ime se znacajno

mijenja otpor protoku zraka u ovim podrucjima nosne Supljine [6], [7].

Zivci sredi$njeg Zivéanog sustava koji inerviraju podrugje nosne Supljine ogranci su
njusnog te trodijelnog (trigeminalnog) zivca. Osjet njuha posredovan je uglavnom njusnim, dok
osjet temperature, boli i dodira trigeminalnim ziv€anim ograncima [1]. Autonomna ziv€ana
vlakna stjenovitog zivca inerviraju mukozne Zlijezde i krvne Zile nosne Supljine te na taj nacin

kontroliraju sekretomotornu i vazomotornu aktivnost [1], [7].

1.2. Fiziologija nosne Supljine

Nos ima nekoliko fizioloSkih funkcija od kojih su osnovne: osjet njuha, kondicioniranje
udahnutog zraka, zadrzavanje udahnutih Cestica te uklanjanje istih uslijed mukocilijarne
aktivnosti epitela nosne Supljine. Usto, u submukozi nazofarinksa nalaze se nakupine
limfoidnog tkiva (engl. nasal-associated lymphoid tissue; NALT), a na povrsinu sluznice nosne
Supljine luce se i zastitna protutijela IgA [8]. Zbog toga nos ima vaznu ulogu u primarnoj zastiti

organizma od patogena i stranih ¢estica u udahnutom zraku.

Medu glavnim ¢imbenicima koiji diktiraju fizioloSku funkciju nosa jest sluznica te njezina
izrazito dobra prokrvljenost i inervacija. Velika vecina povrSine nosne Supljine oblozena je
pseudostratificiranim pokrovnim epitelom koji se sastoji od Cetiri tipa stanica: cilindri¢nih
stanica s trepetljikama (cilijama), cilindri¢nih stanica s dugim citoplazmatskim izdancima
(mikrovilima), vr€astih stanica te bazalnih stanica. Sve navedene stanice poredane su u

jednom sloju i vezane su na bazalnu membranu kao $to je prikazano na Slici 3. [6], [9]-[11].
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Slika 3. Respiratorni epitel sluznice nosa

Na povrsini stanica respiratornog epitela nalazi se tanki sloj sluzi (mukusa) koju poglavito
luCe vréaste epitelne stanice smjeStene na povrsini sluznice i unutar submukoznih Zlijezda.
Sluz se pojatano moze luditi na podrazaj parasimpatickih ziv€anih viakana zbog toga §to
vr¢éaste stanice na svojoj bazolateralnoj strani imaju eksprimirane muskarinske receptore [6],

[9].

Najvaznija komponenta sluzi su mucini. To su glikoproteini Cetkastog izgleda s visokim
udjelom sijalinske kiseline te hidroksilnih i sulfatnih skupina u svojoj gradi [12]. Te skupine,
osim zbog potencijalnih elektrostatskih interakcija, bithe su i zbog svog kapaciteta vezanja
vode uslijed ¢ega sluz sadrzava preko 90% vode. Time se sprjeCava isuSivanje i propadanje

epitelnih stanica sluznice [7], [9], [13].

Nakon lu€enja, sluz stvara tanki sloj niske viskoznosti u tzv. pericilijarnom prostoru, a iznad
njega formira se nesto deblji sloj vece viskoznosti Cija je povrSina pogodna za adsorbiranje
udahnutih €estica i mikroorganizama [6], [7], [9]. ViskoelastiCna svojstva sluzi izrazito su bitna
za normalno funkcioniranje mukocilijarnog aparata, a proizlaze upravo iz specifi¢ne strukture

mucina [12].

Mucini se medusobno povezuju kovalentnim i nekovalentnim interakcijama ¢ime nastaju
oligomerne strukture nalik mrezi s izrazenim svojstvima bubrenja i adhezije [12]. Buduéi da je
pH sluzi u nosu blago kiseo (izmedu 5,5 i 6,5), negativho nabijene funkcionalne skupine
prisutne na mucinima svojim elektrostatskim odbijanjima takoder pridonose formiranju
strukture gela [7], [12].

Povrsinski sloj sluzi poput tankog prekriva¢a dodiruje vrhove cilija trepetljikavog epitela
koji svojim sinkroniziranim pokretima pokrecu taj sloj sluzi u smjeru od anteriornog prema
posteriornom dijelu nosne Supljine [7], [9], [10]. Na taj naCin se Cestice i mikroorganizmi

adsorbirani na povrsini sluzi prenose do Zdrijela te posljedicno zavrSavaju u probavnom traktu



umjesto u donjem dijelu diSnog sustava. Suhoca sluznice, jednako kao i hipersekrecija sluzi
mogu narusiti ovu ravnotezu i opstruirati normalno funkcioniranje mukocilijarnog transporta [7],

[9].

Kondicioniranje zraka podrazumijeva prilagodbu temperature i ovlaZivanje udahnutog
zraka, a postiZze se primarno zahvaljujuci karakteristi¢noj anatomskoj gradi nosa te jako dobroj
prokrvljenosti sluznice. Zbog turbulentnog protoka zraka kroz nosnu Supljinu povecéan je
kontakt izmedu zraka i povrSine sluznice koja je topla i vlazna [6], [7]. Zahvaljujuéi tome se
zrak sobne temperature moze zagrijati za gotovo 10° C te postici relativnu vlaznost do 95%
dok dode do Zdrijela [7], [14].

U shematskom prikazu (Slika 4.) sumirane su osnovne fizioloSke karakteristike nosne
Supljine koje mogu utjecati na profil depozicije nekog lijeka [15]-[19]. 1z tog razloga se pojedini

od ovih parametara simuliraju u modelima nosne Supljine prilikom prou¢avanja depozicije.

TEMPERATURA 31 - 34 °C (keck i sur, 2000)
B RELATIVNA VLAZNOST = 90 - 95 % (keck i sur, 2000)
v PROTOK ZRAKA 20 /min caimet i sur, 2019)
-~ VISKOZNOST 1.8%1.7Pas (Viswanathan i sur., 2006)
: SASTAV IONA o
MUKOZA Na“ 147 - 221 Cl 161 - 274
¢ 274-3t8 HCOs go_120
MUKOCILIJARNI B 20 4=3T¢ .0-120
TRANSPORT
Ca** 123-177 PO 0,73
6 mm/min

(Quinlan i sur., 1969) Mg** 051-093
(Burke, 2014)

Slika 4. Prikaz fizioloSkih parametara u nosnoj Supljini zdrave osobe pri uvjetima

umjerenog disanja



1.3. Interindividualne razlike u anatomskim i fizioloSkim znacajkama

nosne Supljine

Prethodno spomenute anatomske i fiziolodke znacajke nosne Supljine mogu varirati medu
osobama razli¢ite dobi i rase ili uslijed pojedinih patofiziolodkih stanja te anatomskih
deformacija. Buduc¢i da geometrija nosne Supljine utje€e na profil depozicije, ove razlike mogu
za posljedicu imati i razli€itu ucinkovitost nazalnih pripravaka [20]. Primjerice, upalne bolesti
sluznice nosa popracene su hipersekrecijom sluzi, promjenom njena sastava u odnosu na
zdravu sluz te nabreknuc¢em mukoze [9], [13]. Ove promjene negativno utjeCu na mukocilijarni
klirens te mogu dovesti i do opstrukcije diSnih putova u nosu Cime je otezana i dostava lijeka
[9], [21]. Sli¢éno stanje moze se vidjeti i u osoba s nazalnim polipima gdje izrasline, ovisno o
njihovoj veli€ini i broju, takoder mogu dovesti do opstrukcije [22]. Kod atrofijskog rinitisa pak
dolazi do propadanja sluznice nosa, $to za posljedicu ima smanjeni otpor protoku zraka te
smanjeno zadrzavanje Cestica u nosnoj Supljini [23]. Unutar vanjskog nosa te u podrucju
nosnih valvula pripravak se susrece s preprekama u protoku puno prije nego uopc¢e dosegne
cilinu turbinatnu regiju. Zbog toga interindividualne razlike u geometriji i povrsini nosnih valvula
mogu utjecati na koli¢inu lijeka koja ¢e biti dostavljena do sluznice nosne Supljine [24]. U tom
smislu i razliCite deformacije nosa mogu utjecati na profil depozicije lijeka, kao na primjer kod
osoba s devijacijom septuma gdje je dostava lijeka u nosnici koja je opstruirana znacajno
smanjena, ali se moze povecati prilagodbom parametara primjene kao $to su udah i/ili polozaj

glave [25].

Vaznost prilagodbe uvjeta primjene zbog razlike u anatomiji nosne Supljine dokazana je i
na primjerima iz pedijatrijske populacije [26], [27]. Naime, kod djece su diSni putovi u nosu
puno uzi i kraci u odnosu na one odraslih, a ove razlike osobito su izrazene u podrucju nosnih
valvula [28], [29]. Zbog tih razlika dolazi i do razlika u profilu depozicije u odnosu na odrasle

[26], [30] te upitne ucinkovitosti pojedinih nazalnih pripravaka za tu populaciju [31], [32].

Glavne statistiCki znac¢ajne razlike u anatomiji nosa medu pripadnicima razli¢itih etnickih
skupina su one u gradi vanjskog nosa [33]. Zbog jednostavnosti promatranja ovih razlika
koriste se mjere poput elipticnosti nosnica [34] te nazalnog indeksa [35]. Nazalni indeks
predstavlja omjer Sirine i visine vanjskog nosa, a elipticnost nosnica omjer visine i Sirine
nosnice. Bennet i Zeman (2005) uodili su da vecu elipticnost nosnica prati i veéi otpor protoku
zraka [35], a do sli¢nih zaklju¢aka dosli su i Keeler i sur. (2016) u svom radu [34], no zbog
prevelike interindividualne varijabilnosti u rezultatima depozicije nisu mogli ta svojstva pripisati
razlikama u rasi. Neki autori [26], [32] pak smatraju da su upravo elipticnost nosnica te nazalni
indeks mjere koje bi bolje opisivale razlike u profilu depozicije opazene i medu pripadnicima

razli€itih dobnih skupina.



1.4. Modeli za prouc¢avanje depozicije lijeka u nosnoj sSupljini

Simuliranje uvjeta u nosnoj Supljini veliki je izazov s obzirom na anatomsku i fiziolodku
kompleksnost iste. Zbog toga ne postoji univerzalni model koji obuhvaca sve uvjete prisutne
in vivo niti pomocu kojeg se mogu generirati podaci koji se mogu ekstrapolirati na cijelu
populaciju. Ipak, modeli nosne Supljine mogu biti korisni pri usporedivanju izvedbenih znac&ajki
razliitih uredaja za nazalnu primjenu lijeka [31], [36], [37], razli€itih formulacija [30], [38], [39]
ili nagina primjene nazalnih pripravaka [26], [27], [40]. Ispitivanje depozicije primjenom modela
nosne Supljine jedini je oblik in vitro ispitivanja nazalnih pripravaka koji moze objediniti podatke
o kvantitativnom i kvalitativnom aspektu dostave lijeka te kojim se moze dobiti potvrda o
depoziciji u ciljnoj regiji nosne Supljine, $to je izrazito vazno kod razvoja pripravaka za dostavu
liieka u srediSnji ziv€ani sustav [41]. Zbog toga postoji tendencija da se ovaj tip ispitivanja na
odredeni nacin validira kako bi u buducnosti posluZio u studijama bioekvivalencije ili za
utvrdivanje kritiCnih parametara kvalitete nazalnog pripravka (engl. Critical Quality Attributes;
CQA) [40], [42]. Forbes i sur. (2020) smatraju da prvi korak ka tome predstavlja odabir
materijala koji bolje odgovaraju znacajkama sluznice s naglaskom na mekodi i fleksibilnosti
istog te uvodenje stanica i umjetne sluzi u modele kako bi se simulirala povrSinska svojstva
sluznice [43]. U znanstvenim radovima koji se bave depozicijom lijeka u nosnoj Supljini koriste
se razli¢iti modeli i razli€iti nacini simulacije uvjeta u nosnoj Supljini stoga su u ovom radu, radi
preglednosti, podijeljeni na: komercijalno dostupne modele, 3D-printane modele i racunalne

simulacije dinamike fluida (engl. Computational Fluid Dynamics Simulations; CFD).

1.4.1. Komercijalno dostupni modeli

Komercijalno dostupni modeli zastupljeni su u velikom broju radova na temu depozicije te
su njihova glavna svojstva i zastupljenost prikazani u Tablici 1. Iz prilozenog je razvidno da su
za izradu tih modela uglavnom koriStene CT (kompjutorizirana tomografija, engl. computerized
tomography) snimke nosne Supljine odraslog muskarca uz iznimku Bespakovog modela za
koji je koriStena i snimka nosne Supljine odrasle Zzene. Zbog komercijalne dostupnosti, ovi
modeli prepoznati su od strane znanstvenika koji rade na razvoju nazalnih pripravaka kao vrlo
koristan alat jer se uvjeti primjene lako mogu varirati i reproducirati te rezultati dobiveni na
istom modelu medusobno usporedivati budu¢i da je barem anatomski aspekt u svim

ispitivanjima konstantan.

Silikonski model proizvodaca Koken dobar je primjer toga buduci da je koriSten u velikom
broju istrazivanja provedenih od strane razliCitih znanstvenih timova. Zbog transparentnosti

modela i nemogucnosti rastavljanja na regije, pri primjeni ovog modela (kao i kod modela



proizvodaca Pfeifer) uglavnom su zastupljene tehnike vizualne detekcije profila depozicije [37],
[38], [40], [44], [45]. 1znimku predstavljaju rad Gua i sur. (2005) gdje je koriStena scintigrafija
[39], rad Nizi¢ i sur. (2019) gdje je vagan Sar-gel u pojedinoj regiji modela nosa [46] te rad
Nizi¢ i sur. (2020) gdje je model segmentirano ispiran i analiza sadrzaja lijeka u eluatima
provedena tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti [47]. Za razliku od spomenutog
silikonskog modela, modeli proizvodaca Bespak i Aptar Pharma nisu pogodni za vizualnu
detekciju, ali se mogu rastavljati na pojedine regije nosne 3upljine, sto olak3ava ispiranje i

kvantitativnu analizu.

Uz spomenute tipove modela koriste se i raznovrsne tehnike kojima se nastoji simulirati
sluz na nacin da se modeli iznutra premazuju tankim slojem gela ili smjesama tekuéina. U
pojedinim radovima [38], [40], [45] gelovi kojima se premazuje model primarno imaju funkciju
detekcije jer mijenjaju boju u kontaktu s formulacijom, dok je u drugima pak svrha smjesa
tekucina isklju€ivo imitiranje adsorptivne funkcije sluznice nosne Supljine [39], [48]-[50]. Castile
i sur. (2013) koristili su medicinski lubrikant koji sadrzi ione kalcija ¢ime su htjeli simulirati
prirodno prisutne ione u sluznici nosa kao i interakciju istih s gelirajuéim sustavom na bazi
pektina [51]. Osim Sto predstavlja veliku prednost zbog oponasanja uvjeta in vivo, koriStenje
takvih tehnika pomaze i fiksiranju Cestica/kapljica na mjestu kontakta s hidrofobnom povrsinom
modela [30], [39].



Tablica 1. Svojstva komercijalno dostupnih modela nosne Supljine i njihova zastupljenost u

ispitivanjima profila nazalne depozicije

. - . Anatomska Rastavljanje Ispitivana .
Proizvodac Model Materijal podjela na regije Sredstvo formulacija Literatura
/ prasak [44]
K-Y Jelly .
lubrikant otopina [51]
/ prasak [37]
anteriorna smjesa
odrasli regija deterdZenta .
Koken muskarac | silikon turbinatna ) za sude i otopina [39]
Co. Ltd. regija acetona
(Japanac) posteriorna .
regija Sar-Gel otopina [40]
Kolor Kut otopina [45]
/ prasak [47]
Sar-Gel otopina [46]
Sar-Gel otopina [38]
vestibulum
nosne
odrasli valvule
Pﬁg;[’?r:a muskarac ND :Lé;ti)jlgatna + / prasak [52]
(bijelac) njusna
regija
nazofarinks
nosnice smjesa
Boehrinaer . vest_lbulum X )
| Ih g m?gkzsrl;c ND turbinatna ND S:ﬁ(%llg? prasak [49]
S regija (3)" izopropanola
nazofarinks prop
smjesa
vestibulum etanola i prasak [50]
odrasle | Duraform :Légl’;g"’(‘g;i gI|c¢.3roIa
Bespak osobe PA + smjesa_ _
Mi2) | (najlon) olfaktorna glicerolai otopina [48]
regua Brij 35
nazofarinks
/ suspenzija (53]
nosna arafinsko
Pfeifer ND silikon supljina - P e pragak [54]

nazofarinks

ND - informacija nije dostupna

*podijeljena na doniji, srednji i gornji dio
**podijenjena na predniji i straznji dio

Vezano uz simuliranje drugih fizioloSkih svojstava nosne Supljine, vrijedi istaknuti i rad

Saladea i sur. (2018) koji su na modelu Aptar Pharme simulirali relativnu vlaznost

nebuliziranjem istog MiliQ vodom kroz deset minuta nakon ¢ega je provedeno rasprsivanje
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praska. Ovo je ujedno i jedini primjer poku$aja simulacije relativhe vlaznosti u ispitivanjima

depozicije [52].

1.4.2. 3D-printani modeli

Cinjenica da se pojedini nazalni pripravci koriste u odraslih bolesnika, a indicirani su i za
pedijatrijsku populaciju, potakla je razvoj raznih 3D-printanih modela koji bi dali uvid u to koliko
anatomske razlike izmedu pedijatrijske i odrasle populacije utje€u na profil depozicije i
ucinkovitost takvih pripravaka [32]. Kao $to je vidljivo iz Tablice 2. nekoliko znanstvenih timova
proucavalo je tu problematiku na 3D-printanim modelima vlastite izrade. Modeli za pedijatrijsku
populaciju u svim spomenutim radovima izradeni su na temelju individualnih CT snimaka glave
zdrave djece. Zbog toga se pojedini modeli ¢ak i unutar iste dobne skupine medusobno
razlikuju u anatomskim znacajkama te se rezultati ne mogu direktno ekstrapolirati na cijelu
pedijatrijsku populaciju [31]. Kada se tome pridoda i €injenica da su u razli€itim istraZivanjima
(Tablica 2.) koristeni razli€iti uvjeti primjene, uredaji i protoci zraka, moze se zakljuciti da je
medusobno usporedivanje rezultata puno kompleksnije u odnosu na ono pri primjeni
komercijalno dostupnih modela. Unato¢ tome, svako od tih istrazivanja zasebno daje nove i
zanimljive spoznaje na temu vaznosti prilagodbe nazalnih pripravaka za pacijente pedijatrijske
populacije. Vrijedi naglasiti i da eti¢ka pitanja koja bi za sobom povlacila ispitivanja parametara

primjene na toj populaciji takoder govore u prilog vaznosti razvoja in vitro metoda.

U ovoj skupini modela samo su dva primjera simulacije mukoze od kojih onaj iz rada
Sawanta i Donovana (2018) donosi inovacije buduéi da su koriSteni mucini iz gastriéne mukoze
svinje. Uz to, liofilizat mucina rekonstituiran je u izotoni€nom fosfatnom puferu pH 6,5 te je
koncentracija mucina podeSena tako da je viskoznost otopine bila priblizna onoj sluzi Covjeka

¢ime je najvjernije od svih do sad predstavljenih metoda simulirana sluznica nosa [30].
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Tablica 2. Svojstva 3D-printanih modela nosne Supljine i njihova zastupljenost u ispitivanjima

profila nazalne depozicije

Starosna

Rasklapanje

Ispitivana

dob Model Materijal | Anatomska podjela na regije Sredstvo formulacija Literatura
e vestibulum
e nosne valvule
2-,5-i _ e gornja nosna (n.)
Objet $koljka i njusna _
oé%-n'e Fullcure regija + / otopina [32]
|
gdijeteJ 720 e srednja n. Skoljka
e donjan. Skolika i
Pedijatrijska nazofarinks
populacija
e vestibulum
e nosne valvule otopina
12- Durus * prednjidion. mucina
godisnje Whit Skoljki + svinjske otopina [30]
dijete e e straznji dion. gastri¢ne
Skoljki mukoze
e nazofarinks
e anteriorna regija
e gornja n. Skoljka
2-, 5-i o srednja n. $koljka
Accura Jan. Skoj ,
50 | Clearvue? | * donjan. Skoljka * / suspenzija | [31]
godisnjak e nazofarinks
e sinusi*
o e anteriorna regija
Pedietieka | 7.12.i | somos | * gomian Skaika
e 48- Watershed | ® srednja n. Skoljka + / otopina [27]
godidnjak | XC11122 | ¢ donjan. skolika
e nazofarinks
anteriorna regija
c?éiln‘la i Somos o gornjg n. élfoljk.a
931 4g | Watershed | ¢ srednja n. Skoljka + / otopina [26]
od-ina3 XC11122 | e donjan. Skoljka
9 e nazofarinks
e anteriorna regija
53 plogice e gornjan. $koljka / otopina [55]
godigniji akril ¢ srednjan. Skoljka +
muskarac plastike e donja n. skoljka _
e nazofarinks / otopina [56]
Odrasla 53 e anteriorna regija
populacija - e turbinatna regija )
godisnji p\éﬁ;)?glpeign o njusna regija + Sar-Gel otopina [36]
muskarac e nazofarinks
33- .
godisnja ;?]%ll(; ND ND / otopina [57]
Zena

ND - informacija nije dostupna
! - unutradniji dio izraden od navedenog materijala, a vanjski dio od silikona
2 - unutradnji dio izraden od navedenog materijala, a vanjski dio od materijala Tango Plus 27A
8. CT snimke 5 osoba pedijatrijske populacije (prosjek godina 9,8) i 5 odraslih osoba (prosjek godina 40,8) koristene za izradu 10

modela

4 - na modelu vidljivi maksilarni, frontalni i etmoidalni sinusi
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Velika prednost tehnologije 3D-printanja jest to Sto znanstvenicima otvara Sirok spektar
mogucnosti pri dizajniranju, odnosno prilagodavanju svojstava modela tipu eksperimenta.
Tako se primjerice svi modeli u ovoj kategoriji rastavljaju na regije od interesa i materijali
koristeni za izradu (Tablica 2.) u veéini su sluajeva laksSi u odnosu na komercijalne silikonske
modele, &to olakSava rukovanje te u nekim radovima [36] omogucuje €ak i kvantitativhu analizu

vaganjem.

Koliko su mogucnosti Siroke jako je dobro vidljivo na primjeru rada Pozzoli i sur. (2016)
gdje 3D-printani model nema anatomske karakteristike nosne Supljine, nego predstavija
nastavak za kaskadni impaktor oblika kupole [58]. Kupola je modificirana na nacin da su
dizajnirani utori u koje se mogu nasaditi epitelne stanice zbog €ega ovaj model moze dati
informacije o permeaciji djelatne tvari preko simuliranog nazalnog epitela iz pripravka

rasprsenog u simuliranu nosnu Supljinu [41].

1.4.3. Ra€éunalne simulacije dinamike fluida (CFD simulacije)

Tehnika ra¢unalne simulacije dinamike fluida u svojoj srzi kombinira znanja iz podrudja
mehanike fluida i raCunalnih simulacija te se koristi s ciliem dobivanja novih informacija o

procesima koiji uklju€uju gibanja fluida [59].

Razvoj ove metode u svrhu prou€avanja depozicije nazalnih pripravaka zapocinje
uzimanjem CT ili MRI (magnetska rezonancija, engl. magnetic resonance imaging) snimke
nosne Supljine ispitanika nakon ¢ega se ista obraduje u specijaliziranim programima kojima se
simulira njezin trodimenzionalni oblik [59], [60]. Potom se primjenom matemati¢kih modela
simuliraju protok zraka, parametri primjene i isporuka nazalnog pripravka [16], [60] te se na
kraju mogu dobiti rezultati koji su u korelaciji s eksperimentalnim vrijednostima dobivenim u
ljudi [61].

Prednost CFD simulacije je to §to se uz dovoljan broj snimaka nosne Supljine na jeftiniji i
jednostavniji nadin moze obuhvatiti ve¢a populacija pacijenata u odnosu na onu jednog
komercijalnog ili 3D-printanog modela. Primjerice, Keeler i sur. (2016) su koriste¢i ovu tehniku
obuhvatili snimke 16 osoba kako bi promatrali razlike u profilu depozicije izmedu pripadnika

Cetiriju etnickih skupina [34].

Byun i sur. (2019) su u svom radu CFD simulacijom obuhvatili €ak 32 pacijenta od kojih je
dvoje patilo od kroni¢nog rinosinusitisa te pokazivalo zna¢ajne razlike u anatomiji s obzirom
na normalno fizioloski prisutan nazalni ciklus, $to ukazuje na jo$ jedan kriterij kojeg prethodno

spomenuti modeli teze mogu obuhvatiti [62].

lako idealan matematicki model svih parametara primjene nije uvijek lako postic¢i, rad na

ovakvim metodama moze biti od velikog interesa farmaceutskim tvrtkama koje razvijaju
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nazalne pripravke [59], jer moze usStediti vrijeme i novac izvodenjem in vitro ispitivanja na

fiziCkim modelima.

1.5. Formulacijski parametri i parametri primjene koji utjeGu na depoziciju

lijeka u nosnoj Supljini

Medicinski proizvod za nazalnu primjenu objedinjuje farmaceutski oblik i uredaj za nazalnu
primjenu. Uspjednost terapije ovisi o njegovoj pravilnoj primjeni od strane pacijenta. Parametri
koji opisuju rukovanje pacijenta medicinskim proizvodom su: dubina umetanja uredaja u
nosnicu, kut primjene, polozaj glave, udah te zatvaranje nosnice [43]. Ti parametri trebaju biti
uskladeni sa svojstvima farmaceutskog oblika i uredaja za nazalnu primjenu kako bi se postigla

maksimalna uc€inkovitost, sigurnost i ujednaCenost doziranja nazalno primijenjenog lijeka.

Ovisno o Zeljenom djelovanju (lokalni u€inak, sistemska raspolozivost primijenjenog lijeka
ili izravna dostava lijeka iz nosne Supljine u mozak), potrebna je ciljana dostava terapijskog
sustava u odredena podrucja nosne Supljine [41]. Cilianom dostavom lijeka postize se
efikasnije lijeCenje uz manje nuspojava [48], optimiranjem formulacijskih parametara i
parametara primjene. Za vecéinu indikacija, za sistemsku raspolozivost i lokalno djelovanje,
odgovarajuéa je depozicija na Sto veéoj povrsini nazalne sluznice [24], [41]. Medutim, kod
bolesti nosne sluznice poput kroni¢nog sinusitisa i nazalnih polipa pozeljnija je povecéana
depozicija u dijelovima koje ove bolesti zahvacaju. Kod kroni¢nog sinusitisa to su gorniji i srednji
nosni hodnik gdje su smjesteni i otvori sinusa [24], [32], dok je kod polipa to najéesc¢e srednji
nosni hodnik [63]. Za izravnu dostavu lijeka iz nosne Supljine u mozak, ciljana regija je u

gornjem nosnom hodniku, gdje se nalazi njusSna regija i zavrSetci njusnog zivca [52].

1.5.1. Znacajke farmaceutskog oblika

Pri primjeni lijeka rasprSivanjem tekucih ili praskastih sustava u nosnu Supljinu, veli€ina
Cestica generiranog aerosola vazan je parametar o kojem ovise sigurnost i uspjeSnost
primjene nazalnog pripravka. Naime, prevelike Cestice ¢e se brze ukloniti djelovanjem
mukocilijarnog klirensa, dok ¢ée one premale prolaziti u donje diSne putove [64]. Navedeno
moze dovesti do izostanka terapijskog ucinka ili nezeljenih nuspojava tako primijenjenog lijeka.
Kako bi se takvi ishodi sveli na najmanju moguéu mjeru, Europska agencija za lijekove (engl.
European Medicines Agency; EMA) zahtijeva od proizvodac¢a nazalnih pripravaka utvrdivanje
granice za udio Cestica aerosola manjih od 10 ym te promjera Cestica koji odgovara vrijednosti
kumulativhog udjela od 50% (dso%) [65]. Stoga se kao optimalna veli€ina Cestica za nazalnu

primjenu smatra ona od 10 do 50 um [64], [66], [67], a navedeno potkrepljuju i brojni literaturni
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primjeri koji pokazuju da se unutar sli¢nih raspodjela veli€ina Cestica postize adekvatna
depozicija [47], [49], [50], [54].

Ucinkovitost primjene nazalnog pripravka ovisi o dva tehnoloSka aspekta primjene: koli€ini
pripravka koja se prilikom rasprsivanja dostavi iz uredaja u nosnu Supljinu te geometriji oblaka
generiranog aerosola koja odreduje distribuciju lijeka unutar nosne Supljine [68]. Buducéi da
oba aspekta ovise o reoloSkim svojstvima pripravka i znaajkama uredaja vazno je prilikom
razvoja nazalnog pripravka ciljano ispitati varijabilnosti istih za utemeljenu procjenu
ucinkovitosti terapijskog sustava [69], [70]. Kombinacija uredaja i farmaceutskog oblika prema
tome moze se vrednovati promatranjem ujednacenosti doziranja, ¢ime se utvrduje kvantitativni
aspekt dostave lijeka, te kuta rasprSenja, brzine, oblika, gustoce, povrsine i veli€ine
Cestica/kapljica te visine generiranog oblaka ¢ime se procjenjuje kvalitativni aspekt dostave,
povezan s depozicijom [68]. Tim ispitivanjima naj¢esc¢e prethodi detaljno proucavanje reoloskih
znacajki formulacije. Od reoloskih svojstava tekucih nazalnih pripravaka vazno je poznavanje
viskoznosti, povrSinske napetosti te tiksotropnih svojstava tekuéine [38], [41]. ReoloSka
svojstva praSaka posljedica su adhezijskih i kohezijskih sila medu Cesticama praska [71].
Bududi da je rije€ o interakcijama koje se dogadaju na povrsini ¢estica, njihova veli€ina, oblik,
poroznost, gusto¢a, hrapavost te druga svojstva povrsine predstavljaju parametre koji utjecu
na reoloSka svojstva [71]. Navedeni parametri mogu utjecati i na svojstva aerosolizacije
pripravka [37], [50], [72], na nacin da, uslijed povecéanja kohezijskih sila medu Cesticama
praska, sila generirana od strane uredaja moze biti nedovolina za deaglomeraciju i
dispergiranje praska u aerosol [73]. Kao posljedica tih pojava dio praska zaostat ¢e u uredaju
[73]. Pringels i sur. (2006) su kod praska loSijih reoloSkih svojstava uocili i sporiju isporuku iz
uredaja te veéu povrSinu oblaka [54]. Da je ovaj u€inak povezan i s drugim svojstvima
generiranog oblaka pokazuje rad Colomba i sur. (2016) koji su uslijed loSijih reoloskih
svojstava primijetili manju gustoc¢u i veéi kut rasprSenja te pomicanje veli€ine Cestica aerosola
prema vecim vrijednostima [37]. Kod tekucih pripravaka koji pokazuju svojstva Newtonovskih
tekuéina povecanje viskoznosti pripravaka rezultira vec¢im otporom sili koju generira uredaj sto
se odrazava i na svojstva generiranog aerosola [38], [74]. Zbog toga takvi pripravci imaju manji
kut rasprsenja te formiraju vece kapljice u odnosu na one manje viskoznosti [27], [30], [56]. Pu
i sur. (2014) nisu zamijetili takav ucinak povecCanjem viskoznosti kod pseudoplasti¢nog
tiksotropnog pripravka [38], Sto je bilo i o¢ekivano buduci da se viskoznost takvih pripravaka
smanjuje primjenom sile koja potiskuje tekucinu iz uredaja. Sosnowski i sur. (2020) su pak
usporedujuci pet razli€itih komercijalno dostupnih pripravaka medusobno sli¢nih tiksotropnih
svojstava uoCili razlike u raspodijeli veliCine Cestica i geometriji oblaka, no iste su pripisali
razlikama u povrSinskoj napetosti medu pripravcima te razliCitim izvedbenim znacajkama
uredaja [75].
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Spomenuta svojstva aerosola valja prilagoditi i namjeni nazalnog pripravka. To
podrazumijeva prilagodbu s obzirom na Zeljeni profil depozicije [20] i terapijski u€inak [41],
[68]. Efikasnost dostave pripravka u turbinatnu ili njusnu regiju ponajprije ¢e ovisiti o tome
koliko pripravka moze proci kroz anatomski najuzi dio nosa, a to su nosne valvule [24], [40].
Stoga ¢e maniji kut rasprenja pripravka u kombinaciji s prilagodenim uvjetima primjene poluditi
bolji rezultat [27], [40], [56]. Svojstva oblaka poput kuta rasprdenja, veli€ine Cestica te povrsine
oblaka vaZzni su parametri aerosola koji odreduju profil depozicije i povrsinu sluznice koju ée

pripravak prekriti [40].

Kvalitativni aspekt dostave nazalnog pripravka obuhvaca i utjecaj reoloskih svojstava na
profil depozicije nakon §to pripravak dode u kontakt sa sluznicom. U tom smislu razlikujemo
inicijalnu depoziciju koja je postignuta impakcijom ili sedimentacijom Cestica te sekundarnu
depoziciju do koje dolazi translokacijom pripravka od strane mukocilijarnog aparata [20] ili
uslijed sile generirane protokom zraka [75]. Tako tekuci pripravci vece viskoznosti imaju manju
sposobnost rasprostiranja pri inicijalnom kontaktu sa sluznicom u odnosu na one manje
viskoznosti, ali se zato i sporije uklanjaju s povrSine sluznice djelovanjem mukocilijarnog
klirensa [38], [40], [75]. Pringels i sur. (2006) su pak zaklju€ili da bi manja gusto¢a praska
mogla rezultirati veéim rasprostiranjem po povrsini sluznice buduéi da takav prasak ima veci

volumen u odnosu na onaj vecée gustoce [54].

1.5.2. Kut primjene

Osim opisanih reoloSkih svojstava, na samu depoziciju utjeCe i nacin primjene. Kut
primjene je kritiCan parametar koji odreduje profil depozicije [40], [56] te se stoga mora jasho
istaknuti pacijentu u uputama o primjeni lijeka. Kut primjene odreden je polozajem glave

prilikom primjene te polozajem bodcice.

Polozaj glave pacijenta moze biti: uspravan, nagnut prema naprijed i nagnut prema natrag,
a polozaj bodice ovisi o0 tome radi li se o ipsilateralnoj ili kontralateralnoj primjeni [76]. Prema
procjeni Aggarwal i suradnika (2004.) (Odjel za otorinolaringologiju, kirurgiju glave i vrata,
Manchester, UK) pregledom literature, nije definiran optimalni nacin primjene nazalnih lijekova
te je zakljuéeno da su potrebna daljnja ispitivanja u optimizaciji depozicije [77]. Mnoga
ispitivanja su od tada provedena u tom smjeru [26], [77]-[80]. Merkus i sur. (2006.) u svoja dva
rada usporeduju nazalnu primjenu sprejeva u razli¢itim polozajima uzimajuci u obzir anatomiju
nosne Supljine te zaklju€uju da nema generalno najbolje pozicije za nazalnu primjenu lijeka te
je potreban individualni pristup s obzirom na anatomiju i patologiju nosne Supljine svakog
pacijenta [79], [80]. Isto zakljuCuju i Warnken i sur. (2018) prema kojima bi za svakog pojedinca
trebalo odrediti optimalan kut primjene za maksimalnu ucinkovitost depozicije u zeljenoj

turbinatnoj regiji [26]. Individualizacija kuta primjene moze biti vaZna za lijekove uske terapijske
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Sirine ili lijekove za Zivotno-ugrozavajuce bolesti [26]. Benninger i sur. (2004) proucavajuci
nazalne kortikosteroide na trzistu i relevantnu literaturu ne nalaze dokaze za definiranje nacina
primjene maksimalne ucinkovitosti, ali preporuuju kontralateralnu primjenu, usmjerenu od
septuma, uz istovremeni udah (Slika 5.) [78]. Ovaj nacin primjene preporucuje se i u Europskim
smjernicama za lije€enje rinosinusitisa i nazalnih polipa (EPOS) iz 2020 za primjenu nazalnih

sprejeva [81].

Slika 5. Kontralateralna tehnika primjene nazalnih kortikosteroida (a) desnom rukom u lijevu

nosnicu i (b) ljevom rukom u desnu noshicu

1.5.2.1. Kut primjene — pregled dosadasnjih istraZivanja

Kut primjene u istrazivanjima definira se kao horizontalni kut i vertikalni kut
(Slika 6.) uz najéeSce uspravni polozaj glave, ali i s polozajem glave prema naprijed ili natrag.
Vaznost u odredivanju optimalnog kuta primjene proizlazi iz njegovog znacajnog utjecaja na
depoziciju [40], [56].

Prema pregledu uputa o primjeni lijeka, dijagrami koji prate uputu ukazuju na primjenu pri
horizontalnom kutu od 30° i 45° [78], pri kojima je dokazana bolja depozicija zbog lakSeg
prolaska nosne valvule [40]. Navedene upute temelje se na mnogim istrazivanjima u kojima je
ispitivana depozicija pri horizontalnom kutu primjene od 30° [16], [27], [30], [56] ili 45° [26],
[40], [51], [57], [82], usporedujudi ih i s drugim vecim kutovima primjene [26], [40], [56]. Pri
kutovima primjene veéim od 60° povecana je depozicija u anteriornom dijelu nosne Supljine

[40]. Navedeni kutovi primjene sumirani su iz radova u kojima je ispitivana depozicija otopina
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i suspenzija djelatne tvari u nosnoj Supljini nakon rasprsivanja. S obzirom na razli€ita reoloska
svojstva tekucih i praskastih sustava ocCekivano je da se kut primjene razlikuje medu

navedenim oblicima.

Uslijed nedostatka objavljenih radova o praSkastim sustavima i manje zastupljenosti na
trzistu, nema definiranog optimalnog kuta primjene praskastih sustava. U vecini objavljenih
radova s ispitivanjem depozicije praskastog sustava nije definiran kut primjene. U radu Salade
i suradnika (2018) ispitivan je horizontalni kut od 45° [52], a u radu Nizi¢ i suradnika (2020)
horizontalni kut od 60° [47]. U nedostatku generalnih podataka, potrebno je optimirati kut

primjene za svaki pojedini praskasti sustav.
Vertikalni kut primjene u istrazivanjima uglavnom iznosi 0° [26], [47] ili je definiran kao
vertikalan polozaj bocCice [24], jednako kao i u uputama o primjeni lijeka [78]. Primjena

kortikosteroida od septuma u istraZivanjima se definira kao vertikalni kut od 20° [46].

0

X\

Slika 6. Horizontalni kut (lijevo) i vertikalni kut (desno)

1.5.3. Protok zraka kroz nosnu Supljinu

Protok zraka kroz nosnu Supljinu je sljedeéi vazan parametar s utjecajem na depoziciju
lijeka [83]. Specificne interindividualne razlike u anatomiji nosne Supljine dovode do razlika u
protoku zraka u pojedinom dijelu nosne Supljine, Sto rezultira razlikama u depoziciji [84]. Na
protok zraka utjec€u i razliCite bolesti gornjeg diSnog sustava poput upale, polipa i alergije, koji

mijenjaju povrsinu nosne sluznice i/ili volumen i konzistenciju sluzi na njoj [21].

Razvojem CFD simulacije omogucéeno je detaljnije ispitivanje protoka zraka u nosnoj

Supljini. VecCina radova koja istrazuje protok zraka i utjecaj protoka na depoziciju lijeka u nosnoj
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Supljini temelji se na toj tehnologiji simulacije [21], [61], [84]-[86], jer omogucuje matematiCke

izraCune koji vierno prikazuju $to se dogada tijekom kretanja zraka kroz nosnu Supljinu.

Uvidajucéi vaznost samog protoka zraka, potrebno je u eksperimentalnom radu simulirati
disanje uzimajuci u obzir svojstva samog modela. Disanje se moze simulirati pomocu vakuum
pumpe [26], [27], [30], [39], [50], [55], [56], [82] ili respiratorne pumpe [38], [47], [82] prikljuene

na model.

Parametri disanja ukljuuju volumen udahnutoga zraka u jednom udahu, frekvenciju
disanja te izmijenjen volumen zraka u jednoj minuti. lako se ti parametri razlikuju kod svakog
pojedinca, odredene su vrijednosti koje vrijede za vecinski dio populacije. Volumen zraka
izmijenjen tijekom jednog ciklusa inspiracije i ekspiracije (respiracijski volumen) iznosi oko
500 ml [14], [87], a u jednoj minuti se prosje¢no izmijeni oko 6 L zraka u stanju mirovanja [87].
Frekvencija normalnog disanja zdrave odrasle osobe je 12 do 18 udaha po minuti [88]. Kod
napora se frekvencija moze povecati na 30 do 40 udaha po minuti [87] uz istovremeno

povecanije respiracijskog volumena [14].

Kod normalnog umjerenog disanja, tijekom hodanja ili laganijeg vjezbanja, protok zraka je
sporiji, jednoli¢niji te pretezito laminaran [24], s vrijednostima od oko 20 I/min [16], [89]. U
vanjskom dijelu nosne Supljine zrak se kre¢e laminarno [6] do suzenja u podrucju vestibula,
odnosno nosne valvule, koja pruza najvecéi otpor protoku [24], [90] uz pojavu vrsne vrijednosti
protoka zraka i ubrzanje do 18 m/s [6], [24], [90], [91]. U tom dijelu dolazi do promjene u brzini
i protoku zraka tijekom inspiracije [24], koji prelazi iz brzog i laminarnog protoka, u sporiji i
turbulentniji protok [6]. Prolaskom najuzeg dijela, zrak dolazi do unutarnjeg dijela nosne
Supljine gdje su smjestene nosne skoljke. Njihova struktura ovisna je 0 nazalnom ciklusu kojem
podlijeze sluznica [14], [92] i patoloSkim stanjima koja utje¢u na samu povrSinu sluznice i time
pruzaju odredeni otpor protoku zraka [21], [93]. Nosne $koljke svojom strukturom stvaraju uske
prolaze te zakre¢u protok zraka uzrokujuéi turbulentno kretanje uz smanjenje brzine na 2-3
m/s koje dovodi do depozicije Cestica [6], [24], [90], [91]. Glavni dio toka zraka kreée se u
podrucju srednje i donje nosne Skoljke, dok se maniji dio zakreCe prema gornjim dijelovima
nosne Supljine, gdje dolazi do njusne regije [91]. Zakretanje toka omoguéuje dulje zadrzavanje
zraka i Cestica u nosnoj Supljini. Najveca brzina dostiZze se uz donji dio nosne Supljine gdje je
prisutan najmaniji otpor [91], dok je najmanja brzina uz samu njusnu regiju [86]. Pri samom
izlasku iz nosne Supljine strujanje postaje laminarno i kao takvo prolazi u dublje dijelove diSnog

sustava [92].

U mnogim uputama o lijeku navodi se kako je potrebno udahnuti tijekom primjene lijeka.
Kod naglog udaha brzina protoka zraka moze doseci 32 m/s [24], odnosno oko dva puta vecu

brzinu nego u uvjetima normalnog udaha [16]. Naglim udahom postize se vece rasprdenje

19



Cestica u nosnoj Supljini u odnosu na normalno disanje, poveéava se depozicija u turbinatnoj,
a smanjuje u anteriornoj regiji [16]. Naime, kod jednosmjernog protoka zraka veéeg od 25 I/min
povecava se udio turbulentnog kretanja zraka [24], [90], §to rezultira ve¢im udjelom &estica u
njusnoj regiji [85]. Pri protoku zraka iznad 35 I/min, disanje prelazi na usta zbog prejakog otpora
u nosnoj Supljini [24], [90].

Zatvaranje jedne nosnice navodi se u mnogim uputama primjene nazalnih pripravaka
(Tablica 3., [78]). Naime, zatvaranjem nosnice smanjuje se povrsina poprecnog presjeka za
prolaz struje zraka. Smanjenjem prolaza dolazi do povecanja brzine protoka zraka, kako
jednaka koli¢ina zraka mora proci kroz uzi prostor u istom vremenskom razdoblju. Poveéanjem

brzine, jata i utjecaj protoka na primijenjene Cestice i njihovu depoziciju [27].

Tablica 3. Nazalni prasci odobreni od strane FDA, PMDA te nacionalnih agencija drzava

Europe
Trgovacko N . . Y. ..
_ Lijek Uredaj Odobrenje Nacin primjene
ime
Onzetra 4 Sumatr.lptan- O[_)thgse B| FDA upuhivanjem u uredal .
sukcinat Directional glava u uspravnom poloZaju

vrh sprej pumpice njezno se

Aptar Pharma FDA stavi u nos do razine dok prsti

BAQSIMI 9] Glukagon

UniDose .
ne dotaknu nosnicu
. . Nacionalne |. . . :
Rhinocort . Rhinocort® . jak i snazan udah kroz nosnicu
[96] Budezonid ® agencije .
Turbuhaler Turbuhaler . druga nosnica zatvorena
drzava Europe
Teijin Beklometazon- Puvlizer PMDA mehanicki stisak gumenog
Rhinocort 1 ' dipropionat Rhinocort® balona uz istovremeni udah
.08  Deksametazon- e . .
Erizas cipecilat Twin-lizer PMDA snazan udah kroz nosnicu

FDA — Agencija za hranu i lijekove Sjedinjenih Americkih Drzava (engl. Food and Drug Administration)

PMDA - Agencija za lijekove i medicinske proizvode Japana (engl. Pharmaceuticals and Medical
Devices Agency)

1.5.3.1. Prednosti i nedostatci razli¢itih oblika simulacije disanja u modelu nosne
supljine
Disanje je simulirano u mnogim istrazivanjima nazalne depozicije lijekova zbog velikog

utjecaja protoka zraka na depoziciju u nosnoj Supljini. Simuliranje protoka zraka od 10 I/min
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predstavlja plitko disanje [26], [27], [30]. Umjereno disanje ispituje se pri vrijednostima od
15-20 I/min [16], [40], [47], [49], [55], [56], [58], [60], dok se forsirani udah simulira vrijednostima
od 45 |/min [27] do 60 I/min [26], [56].

Dvije su vrste simulacije disanja u nazalnim modelima: simulacija vakuum pumpom i

respiratornom pumpom.

Respiratornom pumpom simulira se ciklicko disanje. Prednost te vrste simulacije je
mogucnost podedavanja parametara poput respiracijskog volumena, omijera trajanja
inspiracije i ekspiracije te volumena zraka izmijenjenog u jednoj minuti. Nedostatak takve
simulacije je $to se kod izvodenja eksperimenta mora koordinirati potisak sa simuliranim
udahom, Sto otvara prostor za moguce greSke prilikom primjene te, naposljetku, pogresSnu

procjenu depozicije.

Vakuum pumpa pruza simulaciju stalnog jednosmijernog protoka zraka, odnosno
konstantnog udaha od strane pacijenta, $to ne odgovara situaciji in vivo. Prednost stalnog
protoka zraka je lakSe izvodenje eksperimenta. Nedostatak je $to je nazalna depozicija u
takvim uvjetima generalno veéa nego pri simulaciji ciklickog disanja pri jednakom protoku
zraka [83]. Razlog tomu je Sto se cikliCkim disanjem, stvaraju vrtlozi izmjenom smjera protoka

zraka u nosnoj sSupljini koji se kod jednosmjernog protoka ne pojavljuju [83].

1.5.4. Uredaji za dostavu nazalnih pripravaka

Sljededi vazan parametar koji utje€e na profil depozicije lijeka u nosnoj Supljini, a time i na
ucinkovitost terapije, je sami uredaj za nazalnu primjenu lijeka. Uredaj kao suportivni dio
nazalne primjene lijeka mora biti funkcionalan, robustan i jednostavan za upotrebu [43].
Jednako tako mora osiguravati reproducibilnost doze te zeljeni profil depozicije. Vazna je i
kompatibilnost uredaja s pojedinim sastavnicama formulacije [99]. Dizajn uredaja mora biti
optimiran za minimalno izazivanje nelagodnih osjeta u anteriornom dijelu nosne Supljine koji
su povezani s uredajem (direktni kontakt vrha uredaja sa sluznicom nosa, niske temperature
ili rasprSenje velikom brzinom), a s ciliem postizanja bolje adherencije pacijenata prema

propisanoj terapiji [24].

1.5.4.1. Nazalna dostava prasSaka

Uredaji za nazalnu dostavu prasaka mogu se podijeliti prema mehanizmu primjene na
sliedece kategorije: nazalni inhaleri (engl. nasal powder inhalers), nazalni mehanicki
rasprSivaci (engl. nasal powder sprayers) i nazalni upuhivaci (engl. nasal powder insufflators)
[24], [100]. Uredaiji za nazalnu dostavu lijeka navedeni su u Tablici 4. [24], [66], [97], [98], [100].
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Tablica 4. Uredaji za nazalnu dostavu praska navedeni prema mehanizmu primjene

Inhaleri Mehanicki rasprsivaci Upuhivagi

UniDose (Aptar)

Rhinocort® Turbuhaler® Fit-lizer™ (SNBL Pharma) Trivair™ (IP Med Inc.)
(AstraZeneca) Unidose DP™ (Bespak) Direct Haler (Trimel
Twin-lizer® (Nippon Shinyaku) SoluVent™ (BD Pharma) Pharmaceuticals)
Puvlizer Rhinocort® (Teijin Pharma) | Monopowder (Pfeiffer/Valois) Optinose Bi-Directional™
Prohaler®/BiDose (Pfeiffer/Aptar) MIAT® (MIAT S.p.A.) (Optinose)

PowderJet (RPC Formatec)

Princip primjene nazalnih inhalera temelji se na dostavi lijeka pod utjecajem vlastitog
udaha. Lijek je u obliku pradka sadrzan u kapsuli ili blisteru [24], [100]. Navedeni uredaji
dostupni su na trziStu za nazalnu dostavu praska u indikaciji lijeenja rinitisa [97], [98]. Kod
uredaja Rhinocort® Turbuhaler® i Twin-lizer® doza je primijenjena pacijentovim udahom, dok je
kod Puvlizer Rhinocort® potreban dodatan mehanicki potisak gumenog balona uz istovremeni
udah do 8 puta [98].

Mehanicki rasprsivaci pokre¢u se mehani¢kim generiranjem protoka zraka, pri ¢emu
dolazi do stvaranja tlaka koji uzrokuje rasprsivanje praska, slicno primjeni tekuéih nazalnih

sprejeva [24], [100]. Na Slici 7. (A) prikazan je MIAT® jednodozni insuflator kao primjer.

(A)

gumb za
busenje

. (B) -
nosni nosni
nastavak — nastavak

komora za
apsulu

zastitni
poklopac

gumeni
balon

Slika 7. MIAT® jednodozni nazalni insuflator (A) i OptiNose dvosmijerni nazalni upuhiva¢

(B) (preuzeto i prilagodeno prema [101])
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Princip mehanizma dostave lijeka pomocu nazalnog upuhivac¢a temelji se na rasprsivanju
nazalnog praska izdahnutim zrakom pacijenta [97]. Nazalni upuhivaC sastoji se od usnika i
nosnog nastavka, medusobno povezanih u proto€nu cjelinu (Slika 7. (B)) [24], [66], [102].
Izdahom u usnik, pokre¢e se rasprSivanje pradka kroz nosni nastavak u nosnu Supljinu.
Prednost takvih uredaja je $to se izdahom u uredaj podize meko nepce, izolira nosna Supljina

i smanjuje moguénost dostave lijeka u nize dijelove diSnog sustava [66], [97], [100].

U Tablici 3. sumirani su prasci za nazalnu primjenu odobreni od strane Agencije za hranu
i lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) za podru&je SAD-a, Agencije za lijekove
i medicinske proizvode (engl. Pharmaceuticals and Medical Devices Agency, PMDA) za
podrucje Japana te pradak s odobrenjem u nekoliko drzava na podrucju Europe - Nizozemska,
Danska, Belgija, Finska, Irska, Luksemburg, ltalija, Svedska, Madarska, Norvesdka i Island. Uz
davatelja odobrenja za pojedini nazalni prasak, u Tablici 3., navedeni su uredaji te nacin
njihove primjene. Zanimljivo je istaknuti da je kod nazalnog pripravka Onzetra kut primjene
definiran oblikom samog spremnika s nosnim nastavkom uz uspravan polozaj glave. Kod

ostalih nazalnih praSaka kut primjene nije definiran.

1.6. Nazalna primjena kortikosteroida u lijeéenju rinitisa, rinosinusitisa i

nazalnih polipa

Rinitis je simptomatska upalna bolest nosne sluznice koju karakterizira nazalha
kongestija, kihanje, svrbez i rinoreja. Ova bolest je globalni zdravstveni problem. Prema
etiologiji moze se podijeliti na alergijski i nealergijski rinitis. Upala nazalne sluznice kod
alergijskog rinitisa posredovana je IgE protutijelima kao odgovor na specificne alergene iz
okoli§a, dok kod nealergijskog nema IgE posredovane reakcije, a patogeneza nije u potpunosti
jasna [103].

Rinosinusitis se kliniCki definira kao upala sluznice nosa i paranazalnih sinusa, a
karakteriziran je simptomima zacepljenog nosa ili curenja nosa, pritiska/boli u podruéju lica uz
smanjenje ili gubitak osjeta njuha. Ovisno o trajanju simptoma moze biti akutni (<12 tjedana)

te kroni¢ni (>12 tjedana), uz prisustvo ili bez prisustva nazalnih polipa [81].

Nazalni polipi su upalne nazalne izrasline najéeS¢e u podrudju paranazalnih sinusa,
uzrokovane kroni¢nim upalnim procesima nazalne sluznice. Simptomi koji se povezuju s
nazalnim polipima su kroni¢na nazalna kongestija te smanjenje ili gubitak osjeta njuha [63],
[104].
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Kod svih navedenih bolesti temelj je upala nosne sluznice. Iz tog razloga je nazalna
primjena kortikosteroida prva linija u njihovoj kroni¢noj terapiji [63], [77], [81], [103].

Klini¢ka u€inkovitost kortikosteroidnih lijekova temelji se na kombiniranom protuupalnom
djelovanju, koje uklju€uje smanjenu transkripciju gena za proupalne medijatore, povecanu
transkripciju gena za protuupalne medijatore te smanjenje migracije proupalnih stanica [105].
Visoka prevalencija pacijenata koji pate od jedne od ovih kroni¢nih bolesti, rezultirala je brojnim
pripravcima kortikosteroida za nazalnu primjenu odobrenih na podrucju EU (Tablica 5.) [106]-
[111].

Pripravci kortikosteroida odobreni na podru€ju EU oblikovani su kao suspenzija za
primjenu u obliku spreja i kapi za nos. Iznimke su pripravci natrijevog deksametazon fosfata

oblikovani kao otopina, te Rhinocort Turbohaler oblikovan kao prasak za nazalnu primjenu.

Tablica 5. Nazalni pripravci kortikosteroida odobreni na podrucju EU

Kortikosteroid Odobreni pripravci na podruéju EU

. . Flonase, Nasofan, Fluticasone-Teva, Fanipos, Flutica-Teva, Flutirin, Flutide
Flutikazonpropionat Nasal, Flixonase, Flixonase Allergy, Flixonase Nasule, Fluticasone propionate,
Otri-Allergie, Rinoco

Rhinocort Turbohaler*, Rhinocort Aqua, Pulmicort nasal aqua, Budesonid

Budezonid Sandoz, Budesonid 1A Pharma, Tafen nasal, Desonix

Mometasone Zentiva, Mometaso Apofri, Mometasonfuroat Ratiopharm,
Mometasone Furoate, Mometasone Actavis, Sebanez, Nasometin, Zhekort,
Mometazon Mommox Rino, Mometason Hexal, MometaHEXAL, Rinometasone, Brusonex,
Mometason ABECE, Momekort, Mometazonfuroat Cipla, Mometason Cipla,

Mometasone Teva, Kalmente, Netonox, Bloctimo, Momanose, Nasonex

Triamcinolon Allegra nasal, Nasacort, Nasacort allergy, Nasacort Sanofi-Aventis, Triamcinolone
acetonide

Beclomtason-CT, Beclometasone-ratiopharm, Rinoclenil, Beclorhinol, Otri-Allergie
Beklometazon Heuschnupfenspray, Beconase Allergy, Beconase Hayfever Relief, Beclomet
Nasal, Beclomethasone dipropionate, Tespo Hayfever Relief, Rhinomaxil

Natrijev

Solupen Sine, Dexa-Rhinospray N Sine
deksametazon fosfat

*jedini pripravak u obliku praska na podrucju EU

1.6.1. Nazalni pripravci kortikosteroida odobreni u Republici Hrvatskoj

Kratki pregled nazalnih pripravaka kortikosteroida odobrenih u Hrvatskoj, za indikaciju

lijeCenja alergijskog i nealergijskog rinitisa ili/i nosnih polipa, ukazuje na sli¢ne preporuke za
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poloZaj glave, poloZaj nosnog nastavka bocice i koordiniranosti udaha s potiskom (Tablica 6.).

Svi nazalni pripravci kortikosteroida odobreni u Republici Hrvatskoj su u obliku suspenzije.

Prema uputama o lijeku, potrebno je prije upotrebe njezno ispuhati nos te protresti bocicu.
Vecina proizvodacCa u opisu primjene navodi polozaj glave. Takoder je za devet pripravaka
navedeno da je potrebno zatvoriti drugu nosnicu u koju se trenutno ne primjenjuje lijek. Kod
svih pripravaka daje se uputa da je potrebno udahnuti uz istovremeni potisak sprej pumpice
za dostavu doze lijeka, osim u slu€aju lijeka Tafen gdje je udah naveden nakon same primjene
doze. Nakon primjene lijeka potrebno je izdahnuti kroz usta, da se izbjegne utjecaj na samu
depoziciju u nosnoj Supljini. Kod dvaju lijekova (Avamys i Tafen) u uputama se naglaSava
primjena s usmjeravanjem nosnog nastavka bocCice od septuma, a u slu€aju lijeka Tafen

dodatno se preporucuje kontralateralna primjena.

Epistaksa

Kod primjene navedenih nazalnih pripravaka iz Tablice 6., kao Ceste i manje Ceste
nuspojave javljaju se faringitis, iritacija grla, glavobolja te iritacija i peckanje nosa [112]-[122].
Vrlo Cesto zabiljezena nuspojava kod primjene nazalnih kortikosteroida je epistaksa, odnosno
krvarenje iz nosa, koje moze biti iz anteriornog ili posteriornog dijela nosne Supljine. Anteriorno
krvarenje Cesto je poslijedica mehaniCkog osteéenja sluznice nosnim nastavkom, dok je
posteriorno ¢esto povezano s devijacijom septuma [123]. Chong i sur. (2016) u sustavnom su
pregledu analizirali dokaze o potencijalnoj koristi i rizicima koridtenja nazalnih kortikosteroida
u osoba s kroni€nom upalom sluznice nosa i sinusa [124]. Analiza pokazuje da nema razlike
u prijavljenim nuspojavama koristenjem nazalnih kortikosteroida u odnosu na placebo, osim

povecéanog rizika od pojave epistakse.

Nekoliko studija ispitivalo je povezanost pojave epistakse s ipsilateralnom odnosno
kontralateralnom primjenom nazalnih koritkosteroida [76], [123], [125], [126]. Studija Joice i
sur. (2008) ukazala je na trend CeS¢eg krvarenja pri ipsilateralnoj primjeni kortikosteroida, ali
ti rezultati nisu bili statistiCki toliko znacajni da bi se moglo tvrditi da kontralateralna primjena
smanjuje pojavnost epistakse [126]. Studija Benningera (2008) ukazuje na znacajnu
povezanost strane krvarenja s ipsilateralnom primjenom [125]. Ganesh i sur. (2017) zakljugili
su da ipsilateralna primjena rezultira Cetiri puta veéim rizikom od pojave epistakse i tri puta
ve¢om vjerojatnoS¢u odustajanja od terapije u odnosu na kontralateralnu primjenu [76]. Zbog
navedenih rezultata, u EPOS 2020 smjernicama preporuCuje se kontralateralna primjena
nazalnih kortikosteroida s ciliem smanjenja epistakse, te u iznimnim slu€ajevima perforacije

sluznice [81].
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Tablica 6. Parametri primjene iz uputa o lijeku za nazalne pripravke kortikosteroida odobrene

u Republici Hrvatskoj

L . Zatvorena L.
Trgovacki naziv lijeka Udah ) Polozaj glave
druga nosnica
Tafen 112 Da* Ne ,Glavu nagnite prema naprijed.”
Flixonase 13 Da Da ,Glavu nagnite lagano unaprijed.”
Rinoco 114 Da Da ,Glavu nagnite lagano unaprijed.”
,Drzite glavu prema dolje u smjeru
Synaze 119 Da Da o )
Vasih noznih prstiju.*
_ ,Drzite glavu prema dolje u smjeru
Dymista 116! Da Da _ _ )
Vasih noznih prstiju.*
Avamys 117] Da Ne -
Bloctimo 18] Da Da ,Malo nagnite glavu naprijed.”
Momanose 119 Da Da ,Malo nagnite glavu naprijed.”
Mometazonfuroat Cipla 127 Da Da ,Nagnite glavu prema naprijed.”
Nasonex (121 Da Da ,Malo nagnite glavu naprijed.”
Nasacort 22 Da Da -

*udah je naveden nakon primjenjene doze
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1.7. Deksametazon

Deksametazon je djelatna tvar molekulske formule CxH29FOs (Mr = 392,5 g/mol). Prema
kemijskoj strukturi pripada skupini glukokortikoida. Deksametazon se u gotovim lijekovima
nalazi kao baza u slobodnom obliku, natrijeva ili dinatrijeva sol deksametazon fosfata
(Slika 8.) te deksametazoncipecilata (Erizas). Djelovanje deksametazona je snazno
protuupalno te imunosupresivno, stoga ima brojne terapijske indikacije kao &to su: endokrini
poremecaji, bolesti povezane s alergijama, dermatolosSke, gastrointestinalne, hematoloske,

oftalmicke bolesti i mnoge druge [127].

Pripravci deksametazona odobreni u Hrvatskoj u obliku su tablete te otopine za injekciju i
infuziju za sistemsku primjenu, te kapi, gela i masti za oko za lokalnu primjenu. U Republici
Hrvatskoj nema odobrenih nazalnih pripravaka deksametazona [128], dok su na podrucju EU
u obliku otopine odobreni Solupen Sine (natrijev deksametazon fosfat) i Dexa-Rhinospray N
Sine (natrijev deksametazon fosfat) te u obliku praska u Japanu - Erizas

(deksametazoncipecilat).

..'-_.. ,ill-':'

Slika 8. Struktura natrijeve soli deksametazon fosfata (preuzeto s [129])
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2. Hipoteza, op¢i i specifi€ni ciljevi rada

Hipoteza

Praskasti sustav polimernih mikrosfera s deksametazonom i inertnog nosaca prikladan je
terapijski sustav deksametazona za nazalnu primjenu. Svojstva inertnog nosaca utje€u na
bubrenje mikrosfera, homogenost i kut rasprdenja praskastog sustava te dostavu lijeka u

ciljanu turbinatnu regiju nosne Supljine.

Profil nazalne depozicije mikrosfera, osim o svojstvima inertnog nosa¢a, ovisi i 0
parametrima primjene ukljuCujuci protok zraka kroz nosnu Supljinu i kut primjene prema

horizontalnoj ravnini.

Opéi i specifiéni ciljevi rada

Nazalna primjena lijeka primarni je terapijski izbor za lije€enje bolesti nosa i sinusa, poput
rinitisa, rinosinusitisa i nazalnih polipa, jer se, u odnosu nha sistemsku primjenu, terapijski
ucinak lijeka postize pri manjoj dozi i uz manju mogucnost razvoja sistemskih nuspojava [102].
Povecani interes u istrazivanju nazalne dostave lijeka rezultat je raznih mogucénosti koje taj put
primjene pruza. Osim navedenog lokalnog djelovanja, nazalnom primjenom moze se postici
sistemska raspolozivost/djelovanje lijeka te cijeplienje, kao i izravna dostava lijeka u mozak
preko njusne regije nosne Supljine [102], [130], [131]. Nazalnha primjena lijeka za pacijenta
predstavlja jednostavan, bezbolan i neinvazivni nagin primjene, §to ga ¢ini pogodnim i za
primjenu u djece [132]. Glavni ograni¢avajuéi ¢imbenici nazalne primjene su (i) problem
prolaska nosne valvule, najuzeg dijela nosne Supljine, ispred turbinatne regije koja predstavlja
cilino mjesto dostave nazalno primijenjenog lijeka [24], [77] te (ii) mukocilijarno €iS¢enje koje

skraéuje vrijeme zadrzavanja lijeka na nosnoj sluznici [46].

Lijekovi za nazalnu primjenu uglavnom su oblikovani kao otopine i suspenzije, te se na
trziStu nalaze kao sprejevi ili kapi za nos. Nedostatci tekuc¢ih farmaceutskih oblika vezani su
uz poteskoce s osiguravanjem odgovarajuce kemijske i/ili fizicke te mikrobioloSke stabilnosti.
Vazno je i pitanje topljivosti i potentnosti djelatne tvari sadrzane u obliku, s obzirom na
ograniceni volumen koji se moze primijeniti po nosnici. Konvencionalni tekuéi oblici podlozni
su curenju iz nosa te mukocilijarnom klirensu, Sto smanjuje vrijeme zadrzavanja lijeka na

mjestu primjene [66].

Priprema praskastih sustava jedno je od rjeSenja problema vezanih uz konvencionalne
tekuce oblike lijeka za nazalnu primjenu [68]. Prednost praskastih sustava temelji se na vecoj
kemijskoj, fiziCkoj i mikrobioloSkoj stabilnosti suhog oblika te duljem zadrzavanju na nosnoj

sluznici. Praskasti sustavi omogucuju uklapanje vece doze lijeka te su pogodni i za dostavu
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teSko topljivih lijekova [52], [133]. Za uspjeSno formuliranje praskastog pripravka nije potreban
dodatak konzervansa, ¢ime je smanjena mogucnost potencijalne iritacije sluznice nosa [68],
[133]. Dulje zadrzavanje praskastog sustava u nazalnoj sluznici znaci dulje djelovanje i manje

uCestalu primjenu te naposljetku veéu adherenciju pacijenta.

Mikrosfere su terapijski sustavi veli€ine od 1 do 1000 pm, a &ini ih polimerni matriks u koji
je ukloplien lijek. Hipromeloza i pektin su mukoadhezivni i biokompatibilni polimeri koji ne
iritiraju sluznicu nosa [47] te omogucuju kontrolirano bubrenje mikrosfera u dodiru s nosnim
fluidom. Gel formiran bubrenjem polimernog matriksa manje je podlozan utjecaju
mukocilijarnog klirensa, te produljuje vrijeme zadrzavanja lijeka na sluznici nosa u odnosu na
konvencionalne nazalne oblike [134]. Sto su mikrosfere manje veligine, to je njihova ukupna
povrsina kojom mogu stupiti u kontakt s nosnom sluznicom veca. No, ¢estice manje od 10 um
nisu prikladne za dostavu u nosnu Supljinu, veé se odlaZzu u nizim dijelovima diSnog sustava.
Takoder, velika ukupna povrsina malih Eestica pridonosi izraZenijim kohezivnim silama medu

Cesticama, $to nepovoljno utje€e na svojstva teCenja takvih prasaka.

ReoloSka svojstva i profil depozicije polimerih mikrosfera u nosnoj Supljini mogu se
optimirati mijeSanjem mikrosfera s praskastim inertnim nosaem odgovarajuce veliCine
Cestica, a da se pritom zadrze sve prednosti mikrosfera kao nosaca lijeka. Mikrosfere se
adsorbiraju na Cestice nosaca djelovanjem adhezijsko-kohezijskih sila, a rezultirajuci praskasti
sustav prikladne je veliCine Cestica za nazalnu depoziciju te boljih izvedbenih znacajki od
samih mikrosfera [49], [50].

Cilj ovog rada bio je pripraviti mikrosfere s deksametazonom polimernog sastava Koji
osigurava kontrolirano bubrenje te odabrati prikladni nosa¢ mikrosfera i parametre primjene
koji ¢e osigurati ujednacenost doziranja i ucCinkovitu dostavu deksametazona u zeljenu

(turbinatnu) regiju nosa.
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Specificni ciljevi

Pripraviti mikrosfere s deksametazonom metodom susenja rasprsivanjem otopine
lijeka (deksametazona u obliku natrijevog deksametazon fosfata) i polimera
(hipromeloze i pektina)

Odrediti raspodjelu veli€ine pripravljenih mikrosfera
Odrediti uspjeSnost uklapanja i sadrzaj lijeka u mikrosferama

Pripremiti praskaste sustave mikrosfera s deksametazonom i inertnih nosaca te

odrediti homogenost pripravljenih praskastih sustava

Ispitati utjecaj praskastih inertnih nosaca (laktoze, manitola, sorbitola, kalcijevog

karbonata i magnezijevog stearata) na:
o svojstva teCenja,
o kut rasprienja,
o bubrenje mikrosfera s deksametazonom

Odrediti profil nazalne depozicije mikrosfera (koriStenjem modela nosne Supljine

spojenog s respiratornom pumpom radi simuliranja disanja) u ovisnosti o:
o vrsti inertnog nosaca
o kutu primjene u odnosu na horizontalnu ravninu
o protoku zraka kroz nosnu Supljinu

Odrediti isporu¢enu masu praska
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3. Eksperimentalni dio
3.1. Materijali

U izradi mikrosfera s uklopljenom djelatnom tvari koriSteni su natrijev deksametazon fosfat
(dalje u tekstu oznaCen kao deksametazon; Carbosynth Ltd., Ujedinjeno Kraljevstvo),
niskoamidirani visokometoksilirani pektin (ljubazno$¢u donirano od Herbstreith&Fox,
Njemacka) i hipromeloza (hidroksipropilmetilceluloza; Shin-Etsu Chemical Co. LTD, Japan).
Kao inertni nosaci koridteni su laktoza GranuLac® 200 (Meggle, Njemacka), Lactochem®
Powder (DFE Pharma, Njemacka), Lactochem® Extra Fine Powder (DFE Pharma, Njemacka),
manitol (BDH Prolabo®, VWR International Ltd, Ujedinjeno Kraljevstvo), sorbitol (Kemig,
Hrvatska), kalcijev karbonat (Kemig, Hrvatska) te magnezijev stearat (Sigma-Aldrich, SAD).

Za pripravu umjetnog nazalnog fluida (engl. simulated nasal fluid, SNF) u proc€iséenoj vodi
otopljeni su NacCl (Kemig, Hrvatska), KCI (Kemig, Hrvatska) te
CaCl; x 2 H,O (Sigma-Aldrich, Njemacka) redom u koncentracijama od 150 mM, 40mM i
5,3 mM.

3.2. Metode

3.2.1. Priprava mikrosfera s deksametazonom

Za izradu mikrosfera najprije su pripremljene koncentrirane otopine polimera. Otopina
pektina pripremljena je pri masenom udjelu pektina od 1,4% otapanjem pektina u proc€is¢éenoj
vodi pri sobnoj temperaturi tijekom 24 sata uz stalno mijeSanje na magnetskoj mijesalici.
Nakon pripreme, otopina je profiltrirana. Otopina hipromeloze pripremljena je pri masenom
udjelu hipromeloze od 1,2% dispergiranjem u proci§¢enoj vodi zagrijanoj pri 80-85°C te, nakon
hladenja, mijeSanjem na magnetskoj mijeSalici 24 sata na sobnoj temperaturi. Otopina
hipromeloze ohladena je te dCuvana u hladnjaku 24 sata prije upotrebe. Otopina
deksametazona pripravljena je pri masenom udjelu deksametazona od 0,135% otapanjem
krute soli deksametazona u 20 g prociSéene vode (koriStena natrijeva sol fosfatnog estera
deksametazona topljiva je u vodi). 1z otopina polimera i lijeka pripravljena je smjesa otopina
kona&nog masenog udjela deksametazona od 0,135%, pektina od 0,1% i hipromeloze od 0,3%

te masenog omjera deksametazona u odnosu na polimere od 1:3.

Smjesa otopina lijeka i polimera podvrgnuta je procesu suSenja rasprSivanjem (Slika 9.)
pomoéu uredaja Biichi Mini Spray Dryer B-191 (Blichi, Flawil, Svicarska) sapnice promjera

0,7 mm, ¢ime su pripravljene mikrosfere s deksametazonom (MD).
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Slika 9. Shema procesa suSenja rasprsivanjem (prilagodeno prema [135] uz suglasnost

izdavaca - u Prilogu)

Parametri suSenja rasprsivanjem iznosili su kako slijedi: ulazna temperatura 140°C,
izlazna temperatura 79°C, protok komprimiranog zraka 650 NI/h, kapacitet aspiratora 50% te

brzina protoka otopine 3,5 g/min. IskoriStenje procesa izraunato je prema sljedec¢oj formuli:

masa dobivenih mikrosfera (mg) 100 (1)

I (%)=

masa suhe tvari u otopini za susenje (mg)

Masa suhe tvari u otopini za suSenje izraCunata je iz masenih udjela (m/m)
deksametazona, pektina i hipromeloze, te mase pripremljene vodene otopine koja je

podvrgnuta procesu susenja rasprSivanjem.

3.2.2. Odredivanje raspodjele veli¢ina mikrosfera s deksametazonom

Raspodjela veli¢ina mikrosfera odredena je metodom laserske difrakcije pomocéu uredaja
Malvern Mastersizer 3000 (Malvern Instruments Ltd, Velika Britanija), s le¢om zariSne duljine
300 mm, dostupnog u tvrtki Jadran-galenski laboratorij d.d. Uredaj je opremljen ¢éelijom za
uzorak Hydro MV s magnetskim mjeSacem. Za pripremu uzorka 5 mg mikrosfera dispergirano

je soniciranjem u priblizno 10 ml 96%-tnog etanola do nastanka homogene suspenzije.

Prije poCetka mjerenja napravljeno je pozadinsko ocitanje, a uzorci su ekvilibrirani 10 s.
Zatim su uzorci suspenzije mikrosfera dodavani u Hydro MV ¢eliju sve do zatamnjenja
(opskuracije) od 10-30%. Suspenzija mikrosfera analizirana je u triplikatu. Rezultati su izrazeni

volumnim promjerima D,10, D,50 i D,90.
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3.2.3. Odredivanje uspjesnosti uklapanja i sadrzaja lijeka u mikrosferama

Mikrosfere (20 mg) dispergirane su u 50 ml prociS¢ene vode. Disperzija je mijeSana na
magnetnoj mijesalici tijekom 24 h, te je nakon filtriranja (0,22 pum, Chromafil, Macherey-Nagel
GmbH&Co, Njemacka) razrijedena proc¢is¢enom vodom u omjeru 1:4 (V/V). Analiza sadrzaja
deksametazona provedena je pomocu UV-Vis spektrofotometra  (UV-Visible
Spectrophotometer Cary 50 Probe, Varian, SAD) pri valnoj duljini od 241 nm. Postupak je za

svaki uzorak proveden u triplikatu.

Koncentracije su izraCunate prema prethodno izradenom bazdarnom pravcu s
jednadzbom A = 0,029 x C [136]. Preliminarnim ispitivanjima utvrdeno je da prisutnost
otoplienih polimera u mjerenom uzorku ne utjeCe na apsorbanciju deksametazona pri

navedenoj valnoj duljini.

Iz dobivenih rezultata izradunati su uspjeSnost uklapanja lieka (engl. entrapment
efficiency, EE) te sadrzaj lijeka u mikrosferama (engl. drug loading, DL) prema sljede¢im

formulama:

EE (%) = stvarni sadrzaj lijeka (mg) 100 @)
o teorijski sadrzaj lijeka (mg)

masa lijeka u mikrosferama (mg)
DL (%) = ~— . x 100 3)
ispitivana masa mikrosfera (mg)

3.2.4. Priprema praskastih sustava mikrosfera i inertnog nosaca

Prasci koristeni u ovom radu pripremljeni su mijeSanjem MD mikrosfera i razliitih nosaca
u masenom omijeru 1:9. Kao nosaci koristeni su: sorbitol (S), manitol (M), laktoza monohidrat
Lactochem® Powder (LP), laktoza monohidrat Lactochem® Extra Fine Powder (LEFP), laktoza
monohidrat GranuLac® 200 (GL), magnezijev stearat (MS) i kalcijev karbonat (C). Buduci da
su koristene tri vrste laktoze monohidrata dobivene postupkom mljevenja, svojstva deklarirana

od strane proizvodaca tih prasaka prikazani su u Tablici 7.
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Tablica 7. Svojstva prasaka laktoze monohidrata koji su koriSteni kao nosaci mikrosfera

Naziv praska |[Carrov indeks (%)| Hausnerov omjer |d1io% / pm| dsos / pm | dogo / pm
Granulac® 200 [137] 35,37 1,55 =3 2030 | =100

t,iﬁ%ﬁ?{?g 3471 1,53 6 50 140
Lé‘iﬁtg‘;hoevrvgifﬁg? 37,97 1,61 3 20 50

Nosaci su prije mijeSanja prosijani pomocu laboratorijskog vibracijskog sita (Vibratory
Sieve Shaker AS 200, Retsch®, Njemacka). Prosijavanje je provedeno pri amplitudi od 50% u
trajanju od 10 minuta [47], a prosijana frakcija zaostala izmedu sita promjera otvora 45 ym i
63 pm koristena je u daljnjim eksperimentima. MD mikrosfere i pojedini prosijani nosac¢
mijeSani su u masenom omjeru 1:9 pomocu mijeSalice MX-S vortex mixer (DLAB Scientific Co.
Ltd., Kina) pri 1250 okretaja/min tijekom 10 minuta u kiveti volumena 50 ml (Falcon®, Corning
Inc, SAD). Nakon toga, prasci su prebaceni u kivete od 1,5 ml (Eppendorf, Njemacka) te
promijeSani pomoc¢u mijeSalice MX-S vortex mixer (DLAB Scientific Co.,Ltd., Kina) jo$ dvije
minute. Literaturni podatci o gustoéi tvari koje su u ovom radu koristene kao nosaci MD

mikrosfera prikazani su u Tablici 8.

Tablica 8. Literatumni podatci o gustocCi tvari koje su u ovom radu koriStene kao nosac¢i MD
mikrosfera (Handbook of Pharmaceutical Excipients, 8th ed., 2017, [140]).

Vrsta praska Laktoza . ) Magnezijev Kalcijev
. _ Sorbitol Manitol
nosaca monohidrat stearat karbonat
Gustoca
; 1,545 1,507 1,514 1,092 2,7-2,95 04
praska (g/cm?®)
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3.2.5. Ispitivanje homogenosti praskastih sustava

Homogenost praSkastih sustava pripravljenih mijeSanjem MD mikrosfera s inertnim
nosacima odredena je netom nakon priprave istih, prilagodbom metode Lee i sur., 2018 [72].
Uzorak praska uzet je s vrha, sredine i dna kivete. Uzorci su preneseni u vijalu te dispergirani
u 10 ml pro€iSéene vode. Pripravljene disperzije mijeSane su na magnetskoj mijesalici tijekom
24 sata. Analiza sadrzaja deksametazona u uzorcima provedena je nakon filtiranja kroz filter
pora 0,22 pm (Chromafil, Macherey-Nagel GmbH&Co, Njemacka) spektrofotometrijskom
metodom opisanom u poglavlju 3.2.3. Za svaki pradkasti sustav izraCunate su: (i) srednja
vrijednost postotnog omjera eksperimentalno odredene i teorijske mase deksametazona u
uzetim uzorcima, te (ii) relativna standardna devijacija (RSD). Za svaki prasak postupak je

proveden u duplikatu.
3.2.6. Ispitivanje bubrenja praskastih sustava

Svojstvo bubrenja praskastih sustava ispitano je volumetrijskom metodom pomocu
Franzove difuzijske celije (PermeGear, SAD; Slika 10.) prema postupku Nizi¢ i sur. (2020) [47].
Na membranu od regenerirane celuloze promjera pora 0,45 ym (Sartorius Stedim Biotech
GmbH, Njemacka) ravhomjerno je naneseno 10 mg praska. Receptorski odjeljak napunjen je
pro¢iS¢enom vodom ili SNF-om termostatiranim pri 34°C. Membrana s praskastim uzorkom
postavljena je izmedu donorskog i receptorskog odjeljka te dovedena u doticaj s medijem za
bubrenje. U vremenskim intervalima od 3 minute provjeravana je razina medija u postrani¢noj
cjevcici. Zbog bubrenja mikrosfera razina medija u postrani¢noj cjevcici se snizavala te se po
potrebi isti dodavao do podetne razine pomoc¢u graduirane $trcaljke (Hamilton, Svicarska).
Ispitivanje bubrenja u trajanju od 15 minuta provedeno je za svaki prasak u duplikatu, a
svojstvo bubrenja iskazano je kao volumen medija apsorbiran po miligramu mikrosfera u

praskastom sustavu.
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Slika 10. Franzova difuzijska celija

3.2.7. Odredivanje svojstava te¢enja praskastih sustava

Svojstva te€enja praSaka odredena su indirektnom metodom, mjerenjem nasipne gustoce
(obui) 1 gustoce nakon potresivanja (Orapped), iz kojih je potom izracunat Carrov indeks (indeks
kompresibilnosti) i Hausnerov omjer. Mjerenje je provedeno modifikacijom postupka Duvnjak
Romi¢ i sur. (2016) [142]. Koli¢ina od 50 mg pripremljenog praska prenesena je u zaceplijenu
plasti¢nu $trcaliku od 1 ml (Medispo®, HBM Group, SAD) te je zabiljeZen volumen. Parafiimom
zatvorena Strcaljka zatim je protresivana dok volumen izmedu dva protresivanja nije bio

konstantan.
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Nasipna gustoéa i gustoca nakon potresivanja odredene su omjerom mase praska u
Strcaljki i volumena praska, redom prije i nakon potresivanja. Za svaki pradak postupak je
raden u triplikatu. 1z dobivenih vrijednosti izracunat je Carrov indeks i Hausnerov omjer prema

sliedecim jednadzbama iz Europske farmakopeje 8.0 [143]:

Carrov indeks (%) = 2tapped”Pbulk o 11 (4)
Ptapped
. ptapped
Hausnerov omjer = ———— (5)
Pbuik

Poulk -gustoca prije potresivanja, pPrapped -gustoéa nakon potresivanja

3.2.8. Odredivanje kuta rasprsSenja praskastih sustava

Rasprsivanje praskastih uzoraka provedeno je pomocéu jednodoznog nazalnog insuflatora
(MIAT® S. p. A, ltalija). U kapsulu od hipromeloze (Vcaps® Plus, veli¢ina 3; ljubazno$éu
donirano od Capsugel, Lonza, Svicarska) odvagano je 15 mg praskastog sustava te je tako
napunjena kapsula stavljena u jednodozni nazalni insuflator MIAT® (Slika 7A). Nakon bu$enja
kapsule s praskom, mehani¢kim stiskom gumenog dijela generira se protok zraka potreban za
rasprsivanje praska. Za svaki praskasti uzorak odreden je kut rasprSenja pomocu virtualnog
kutomjera (Protractor, Chrome Plugin) iz fotografija rasprsivanja praska ispred tamne podloge.

Svako mjerenje provedeno je u triplikatu.
3.2.9. Odredivanje profila depozicije praskastih sustava u modelu nosne Supljine

Praskasti uzorci primijenjeni su u model nosne Supljine pomo¢u jednodoznog nazalnog
insuflatora (MIAT® S. p. A, Italija). Koli¢ina od 15 mg praskastog sustava odvagana je u kapsulu
od hipromeloze. Kapsula je umetnuta u jednodozni nazalni insuflator MIAT®. Nakon busenja
kapsule s praSkom, mehanickim stiskom gumenog dijela generiran je protok zraka potreban

za rasprSivanje praska.

Odredivanje profila nazalne depozicije praskastih uzoraka provedeno je pomocu
transparentnog silikonskog modela nosne Supljine (Koken Co. Ltd., Japan), postavljenog na
stalak i spojenog s respiratornom pumpom (Respiratory Pump Model 613, Harvard Apparatus,
SAD; Slika 11.).
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Praskasti uzorci primijenjeni su pri kutu od 0° u odnosu na vertikalnu te pri kutovima od
45° ili 60° u odnosu na horizontalnu ravninu. Simulacija udaha postignuta je slijede¢im
parametrima definiranim respiratornom pumpom: volumen udahnutog zraka 700 ml, omjer
trajanja udaha i izdaha 40:60 te protok zraka od 20 I/min (predstavlja umjereni udah).
Ispitivanje je provedeno i pri protoku zraka od O I/min (predstavlja zadrzavanje daha). Pri
simulaciji zadrzavanja daha, parafilmom je obloZen otvor u nazofaringealnom podrucju kako

bi se sakupile tu odloZene Cestice. Sva mjerenja provedena su u duplikatu.

Slika 11. Jedinica za odredivanje profila hazalne depozicije praskastih sustava

Za potrebe kvalitativhog procjenjivanja nazalne depozicije praSaka, model nosne Supljine

fotografiran je ispred tamne podloge.

S ciliem odredivanja koli¢éine deksametazona u pojedinoj regiji nosne Supljine, nakon
primjene praska, svaka od regija (anteriorna (AR), posteriorna (PR), turbinatna (TR) te septum
i parafiim (O)) kvantitativho je isprana procis¢enom vodom. Regije unutar modela nosne
Supljine prikazane su na Slici 12. Sakupljeni eluati mijeSani su na magnetskoj mijesalici dva
sata kako bi se omogucilo potpuno oslobadanje deksametazona iz mikrosfera.

Uzorci su potom filtrirani kroz filter promjera pora 0,22 pym (Chromafil, Macherey-Nagel
GmbH&Co, Njemacka) i analizirani spektofotometrijski pomoéu UV-Vis spektrofotormetra

metodom opisanom u poglavlju 3.2.3.
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Slika 12. Anteriorna (AR), turbinatna (TR) i posteriorna (PR) regija nosne Supljine

3.2.10. Odredivanje isporuc¢ene mase praskastih sustava

Nakon rasprsivanja praskastog sustava u model nosne Supljine pri ispitivanju depozicije,
odredena je masa praska zaostala u kapsuli. Zaostala masa odredena je kao razlika mase
napunjene kapsule i mase kapsule nakon rasprsivanja. Rezultati su biljezeni pri kutu primjene
od 45° i 60° u odnosu na horizontalnu ravninu, te brzini protoka zraka od 0 I/min i 20 I/min, u
kvadriplikatu.

3.2.11. Statisticka analiza rezultata

Ispitivanje povezanosti promatranih parametara provedeno je odredivanjem Pearsonovog
(parametarskog) koeficijenta korelacije kori$tenjem statistickog softvera JMP 14.0 (JMP®,
Version 14.0, SAS Institute Inc., Cary, NC, 1989-2007). Vrijednost o= 0,05 uzeta je kao razina

statisticke znacajnosti.
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4. Rezultati

4.1. Priprava i karakterizacija mikrosfera s deksametazonom

Mikrosfere MD uspjeSno su pripravliene metodom susenja rasprSivanjem otopine
deksametazona, pektina i hipromeloze. Proces suSenja proveden je pri sliedeéim
parametrima: ulazna temperatura 140°C, izlazna temperatura 79°C, protok komprimiranog
zraka 650 NI/h, kapacitet aspiratora 50% te protok otopine 3,5 g/min. Iskoridtenje procesa
iznosilo je 50,3 + 2,0%.

Mikrosfere su karakterizirane s obzirom na raspodjelu veli€ina Cestica, uspjeSnost

uklapanja i sadrzaj deksametazona.

Raspodjela veli¢ina €estica izrazena je volumnim promjerima D,10, D,50 i D,90 koji redom
iznose 1,58 + 0,00 um, 2,69 + 0,01 um te 6,79 = 0,37 ym. Postupkom susenja rasprsivanjem
pri opisanim uvjetima postignuta  je uspjesnost uklapanja lijeka od

95,4 + 0,8%. Sadrzaj lijeka u mikrosferama iznosio je 23,7 £ 0,3%.

4.2. Homogenost praskastih sustava mikrosfera i inertnog nosaca

Procjena ucinkovitosti mijeSanja MD mikrosfera s inertnim nosaem provedena je
ispitivanjem homogenosti pripravljenih praskastih sustava. Za svaki praskasti sustav uzet je
uzorak s vrha, sredine i dna kivete te je u uzetim uzorcima odreden sadrzaj lijeka. Homogenost
svakog od praskastih sustava MD mikrosfera i inertnog nosaca izrazena je kao srednja
vrijednost postotnog omjera eksperimentalno odredene i teorijske mase deksametazona u
uzetim uzorcima (% D) uz prikaz relativne standardne devijacije (RSD) (Tablica 9.). Praskasti
sustav zadovoljavajuéeg stupnja homogenosti karakteriziran je srednjom vrijednoS¢u
postotnog omjera eksperimentalno odredene i teorijske mase deksametazona u uzetim
uzorcima (s vrha sredine i dna kivete) unutar raspona 100 + 5,5%, uz RSD vrijednost < 5,5%
[72], [144]. ZakljuCno, praskasti sustavi MD mikrosfera i inertnog nosata uspjeSno su
pripravljeni, uz iznimku praska MD-LEFP kod kojeg je zabiljeZzena %D vrijednost od 94,6% uz
RSD vrijednost od 7,5%.
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Tablica 9. Homogenost praskastih sustava MD mikrosfera i inertnog nosaca izrazena kao
srednja vrijednost postotnog omjera eksperimentalno odredene | teorijske mase

deksametazona u uzetim uzorcima (% D) uz prikaz relativne standardne devijacije RSD (n=6).

PraSak | MD-GL | MD-C | MD-MS | MD-S MD-M | MD-LP | MD-LEFP

% D 97,4 101,1 102,8 102,7 101,6 95,7 94,6

RSD (%) | 4,3 2,2 3,8 1,5 5,5 5,5 7,5

MD - mikrosfere s deksametazonom; GL - laktoza monohidrat GranuLac® 200; C — kalcijev
karbonat; MS — magnezijev stearat; S — sorbitol; M — manitol; LP - laktoza monohidrat Lactochem®

Powder; LEFP - laktoza monohidrat Lactochem® Extra Fine Powder

4.3. Svojstva bubrenja praskastih sustava

Bubrenje MD mikrosfera i praskastih sustava MD mikrosfera i inertnog nosaca ispitano je
indirektnom volumetrijskom metodom koristenjem Franzove difuzijske ¢&elije. Ispitivanje za
svaki prasak provedeno je u dva medija, pro€iséenoj vodi i SNF-u. Svojstvo bubrenja izrazeno
je volumenom apsorbiranog medija po miligramu mikrosfera prisutnih u ispitivanom prasku.
Rezultati bubrenja praskastih sustava prikazani su na Slici 13. Same MD mikrosfere su u
procesu bubrenja apsorbirale 14,1 + 0,6 ul/mg procis¢ene vode te 8,6 + 1,3 ul/mg
SNF-a. Svi praskasti sustavi MD mikrosfera i nosaca topljivih u vodi (M, S, GL, LP i LEFP)
bubrili su u kontaktu s vodenim medijem. Za takve sustave zabiljezeni su znacajno vedéi
volumeni apsorbiranog medija u odnosu na same MD mikrosfere (34,9-72,9 ul/mg u
procCiS¢enoj vodi te 14,95-60,0 yl/mg u SNF-u). Nadalje, jednako kao i kod samih MD
mikrosfera, volumen apsorbirane prociSéene vode bio je veéi od volumena apsorbiranog SNF-
a. PraSkasti sustavi s nosa¢ima netopljivim u vodi (MS i C) nisu ili su vrlo oskudno bubrili u
kontaktu s vodenim medijem. Zakljuéno, netopljivi nosaci (C i MS) negativno su utjecali na
svojstva bubrenja mikrosfera, dok je prisutnost topljivih i osmotski aktivnih nosaca u praskastim

sustavima pozitivno utjecala na volumen apsorbiranog vodenog medija u donorskom odjeljku.
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Slika 13. Bubrenje mikrosfera s deksametazonom (MD) i praskastih sustava MD mikrosfera i

nosaca (GL - laktoza monohidrat GranuLac® 200; C — kalcijev karbonat; MS — magnezijev

stearat; S — sorbitol; M — manitol; LP - laktoza monohidrat Lactochem® Powder; LEFP -
laktoza monohidrat Lactochem® Extra Fine Powder) u pro¢i$¢enoj vodi i simuliranom

nazalnom fluidu (SNF-u). Bubrenje je izrazeno volumenom medija (V) apsorbiranog po

miligramu mikrosfera u praskastom sustavu tijekom 15-minutnog ispitivanja. Rezultati su

prikazani kao srednja vrijednost + SD (n=2).

4.4. Svojstva te€enja praskastih sustava

Svojstva te€enja prasaka izrazena su Carrovim indeksom i Hausnerovim omjerom koji su

izraCunati iz eksperimentalno utvrdenih vrijednosti nasipne gusto¢e praska i gusto¢e nakon

potresivanja (Tablica 10.).
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Tablica 10. Nasipna gustoca (pouk) i gustoca nakon potresivanja (Prwapped) t€ Carrov indeks i

Hausnerov omjer za MD mikrosfere te praskaste sustave MD mikrosfera i inertnog nosaca.

Prasak Pouik (Mg/ml) Prapped (MQ/mI) Carrov indeks (%) Hausnerov omjer
MD 113,8+4,2 3009+ 16,4 62,14+ 1,14 2,64 £ 0,08
MD-GL 526,5+72,1 724,2 + 85,3 27,42 + 2,04 1,38 £ 0,04
MD-C 206,0 + 10,4 4848+ 214 57,52 £ 0,75 2,35+0,04
MD-MS 165,1 £ 6,7 416,7 £ 0,0 60,37 £ 1,61 2,53+0,10
MD-S 306,4 £ 8,7 500,0 £ 0,0 38,73+1,73 1,63 £0,05
MD-M 375,5+ 13,0 714,3+0,0 47,44 + 1,81 1,90 + 0,07
MD-LP 334,3+£18,2 684,5+42,1 51,11 + 1,57 2,05+ 0,07
MD-LEFP 266,4 + 28,5 568,2 + 80,4 52,83 + 2,27 2,13+0,10

MD - mikrosfere s deksametazonom; GL - laktoza monohidrat GranuLac® 200; C — kalcijev karbonat;
MS — magnezijev stearat; S — sorbitol; M — manitol; LP - laktoza monohidrat Lactochem® Powder;
LEFP - laktoza monohidrat Lactochem® Extra Fine Powder

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = SD (n=3).

Za MD mikrosfere Carrov indeks iznosio je 62,14 + 1,14 %, a Hausnerov omijer
2,64 + 0,08. Dodatkom nosaca, poboljSana su svojstva te€enja praskastih sustava, s iznimkom
MD-MS koiji je pokazao sli¢na svojstva te€enja kao i same MD mikrosfere. Vrijednost Carrovog
indeksa za pripravljene praskaste sustave MD mikrosfera i nosaca kretala se od 27,42 + 2,04
% do 60,37 + 1,61 %, a
1,38 £ 0,04 do 2,53 + 0,10. Utjecaj nosaca na svojstva te€enja rastao je u nizu MS < C < LEFP
<LP<M<S<GL.

vrijednost Hausnerovog omjera od

4.5. Kut rasprsenja praskastih sustava

Praskasti sustavi rasprsivani su koristenjem jednodoznog nazalnog insuflatora MIAT®.
Proces rasprSivanja sniman je kamerom. Snimka je analizirana, a iz nje izdvojena slika koja
prikazuje maksimalno raprSenje praska u polozaju kad je potisak na gumeni balon najjaci. Na
slici je odreden kut rasprSenja pomocu virtualnog kutomjera (Slika 14.). Za svaki praskasti
sustav postupak je proveden u triplikatu, a rezultati su prikazani u Tablici 11. Kut rasprsenja
za MD mikrosfere iznosio je 26,7 + 1,0°. Za pripremljene praskaste sustave MD mikrosfera i
razliCitih nosaca kut rasprsenja kretao se izmedu 17,3 £ 0,9° i 28,4 £ 0,6°. MijeSanje MD
mikrosfera s nosa¢em u masenom omjeru 1:9 u svim je slu€ajevima, osim u slu€aju nosaca

C, rezultiralo smanjenjem kuta rasprSenja u odnosu na same MD mikrosfere.
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Slika 14. Kut rasprsenja MD mikrosfera (gore), praskastog sustava MD mikrosfera i

kalcijevog karbonata (nosac€ C; lijevo dolje) te praskastog sustava MD mikrosfera i laktoze

monohidrata Granulac® 200 (nosa¢ GL; desno dolje).
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Tablica 11. Kut rasprdenja MD mikrosfera te praskastih sustava MD mikrosfera i razliCitih

nosaca.

Prasak |Kut rasprienja (°)

MD 26,7+1,0

MD-GL 17,3+0,9

MD-C 28,4 +0,6

MD-MS 23,9+0,3

MD-S 20,0+0,3
MD-M 19,6 0,4
MD-LP 228+1,3

MD-LEFP 242 +1,6

MD - mikrosfere s deksametazonom; GL - laktoza monohidrat GranuLac® 200; C — kalcijev karbonat;
MS — magnezijev stearat; S — sorbitol; M — manitol; LP - laktoza monohidrat Lactochem® Powder;
LEFP - laktoza monohidrat Lactochem® Extra Fine Powder
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost £+ SD (n=3).

Temeljem provedene karakterizacije praskastih sustava MD mikrosfera i inertnih nosaca
koja je ukljuCivala odredivanje homogenosti pradaka, bubrenja, reoloskih svojstava i kuta
rasprsenja, za daljnja ispitivanja profila depozicije i mase isporu¢enog praska odabrani su
praskasti sustavi MD mikrosfera s laktozom monohidrat GranuLac® 200 (MD-GL), kalcijevim
karbonatom (MD-C), magnezijevim stearatom (MD-MS), sorbitolom (MD-S) i manitolom
(MD-M).

4.6. Profil depozicije praskastih sustava u modelu nosne Supljine

Profili depozicije MD mikrosfera i praskastih sustava MD mikrosfera i nosa¢a u modelu
nosne $upljine odredeni su nakon primjene insuflatorom MIAT® pri horizontalnom kutu od 45°
i 60° te protoku zraka kroz nosnu Supljinu od 0 I/min (simulacija zadrzavanja daha) i 20 I/min

(simulacija umjerenog udaha).

Kvalitativna (vizualna) procjena profila depozicije provedena je temeljem fotografija
silikonskog modela iznad tamne podloge, a kvantitativna procjena odredivanjem koli€ine
deksametazona u pojedinoj regiji nosne Supljine. Za ocjenu uspjeSnosti nazalne isporuke
praskastog sustava kao glavni kriterij uzet je postotni udio doze deksametazona dostavljen u

turbinatnu regiju (Tablica 12.).
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Tablica 12. Postotni udio doze deksametazona dostavljen u turbinatnu regiju (TR) modela
nosne Supljine nakon primjene MD mikrosfera te praskastih sustava MD mikrosfera i inertnog
nosaca jednodoznim nazalnim insuflatorom MIAT®, pri horizontalnom kutu od 45° ili 60° i

protoku zraka kroz nosnu Supljinu od O I/min ili 20 I/min.

Udio doze deksametazona u TR (%)
Prasak
60°/0 l/min | 60°/20 l/min | 45°/0 I/min | 45°/20 I/min

MD 27,1+1,3 26,4 +3,5 30,9+15 25,8 +3,6
MD-GL 42,0+£3,1 23,9+0,9 39,6 +4,6 23,5%+5,0
MD-C 429 +55 33,7+x15 39,2+5,8 38,0+£29
MD-MS 479 +4,6 31,7+£0,2 356+0,9 31,9+2,7
MD-S 40,9+0,9 40,3+5,6 339+24 30,9+29
MD-M 40,5+£3,5 34,753 443 +1,3 31,3+£1,2

MD - mikrosfere s deksametazonom; GL - laktoza monohidrat GranuLac® 200; C — kalcijev karbonat;
MS — magnezijev stearat; S — sorbitol; M — manitol.

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD (n=2).

Udio doze deksametazona dostavljen u turbinatnu regiju kretao se izmedu 23,9+ 0,9 % i
47,9 +4,6%. Za sve ispitivane praske i oba kuta primjene, simulacija umjerenog udaha (protok
zraka od 20 I/min) rezultirala je smanjenjem depozicije lijeka u turbinatnoj regiji u odnosu na
simulaciju zadrzavanja daha (protok zraka od 0 I/min), a posebno je taj utjecaj vidljiv za
praskasti sustav MD-GL. Smanjenje turbinatne depozicije lijeka sa smanjenjem kuta primjene
uoceno je za praSkasti sustav MD-S pri oba protoka zraka, te za MD-MS, pri protoku zraka od

O I/min.

Svi ispitivani praskasti sustavi MD mikrosfera i nosac¢a osigurali su ucinkovitiju dostavu
lijeka u turbinatnu regiju u odnosu na same MD mikrosfere (Tablica 12.). Iznimka je primjena
MD-GL praskastog sustava uz simulaciju udaha (protok zraka od 20 I/min) pri kojoj se postotni
udio lijeka dostavljen u turbinatnu regiju nije zna¢ajno razlikovao od onog pri primjeni samih

MD mikrosfera pod istim uvjetima.

Najucinkovitija dostava lijeka u turbinatnu regiju (40,9 £ 0,9% do 47,9% + 4,6%) za Cetiri
od pet tipova nosa¢a MD mikrosfera (iznimka je manitol) postignuta je pri horizontalnom kutu
primjene od 60° i protoku zraka kroz nosnu Supljinu od 0 I/min, te su navedeni parametri

primjene prepoznati kao parametri izbora za razvijene praskaste sustave.
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Uz udio doze deksametazona u turbinatnoj regiji, na Slici 15. prikazani su i udjeli doze
deksametazona u anteriornoj i posteriornoj regiji nosne Supljine te na septumu i parafilmu
(kojim je bio oblozen otvor u nazofaringealnom podrucju), dajuci uvid u ukupni profil depozicije
ljeka u nosnoj Supljini pri navedenim parametrima primjene. Razvidno je da je kod svih
ispitivanih praSaka najveéi udio doze deksametazona dostavljen u turbinatnu regiju. Slijedi
podrucje koje obuhvaca septum i parafilm, zatim anteriorna regija, a najmanji je udio doze
deksametazona dostavljen u posteriornu regiju nosne 3upljine. Generalno, nije uo€ena
znacajnija razlika u profilima depozicije deksametazona ovisno o tipu nosaca MD mikrosfera
pri navedenim uvjetima primjene. Na Slici 16. prikazani su koristeni model nosne Supljine i
profil depozicije pradkastog sustava MD-GL u modelu nosne 3upljine, kao reprezentativni
kvalitativni prikaz raspodjele praskastih sustava MD mikrosfera i inertnog nosaca primijenjenih

pri horizontalnom kutu od 60° i simulaciji zadrzavanja daha.
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Slika 15. Postotni udio doze deksametazona dostavljen u pojedine regije modela nosne
Supljine nakon primjene MD mikrosfera te praskastih sustava MD mikrosfera i inertnog
nosaca jednodoznim nazalnim insuflatorom MIAT, pri horizontalnom kutu od 60° i protoku
zraka kroz nosnu Supljinu od 0 I/min. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost £ SD
(n=2).

(MD — mikrosfere s deksametazonom; GL - laktoza monohidrat GranuLac® 200; C — kalcijev
karbonat; MS — magnezijev stearat; S — sorbitol; M — manitol; AR — anteriorna regija; TR —

turbinatna regija; PR — posteriorna regija; O — ostalo)
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Slika 16. Silikonski model nosne Supljine (lijevo) i profil depozicije praskastog sustava MD

mikrosfera i inertnog nosaca laktoza monohidrat GranuLac® 200 (MD-GL) u masenom
omijeru 1:9 (m/m) nakon primjene jednodoznim nazalnim insuflatorom MIAT®, pri

horizontalnom kutu od 60° i protoku zraka kroz nosnu Supljinu od 0 I/min (desno)

Kvalitativnom (vizualnom) procjenom depozicije praSkastih sustava MD mikrosfera i
inertnih nosaCa u modelu nosne Supljine provedena je usporedba profila depozicije unutar
same turbinatne regije pri razliitim parametrima primjene. Smanjenje kuta primjene je
uzrokovalo povecéanu depoziciju u podrucjima donje nosne Skoljke i donjeg nosnog hodnika u
odnosu na profil depozicije pri primjeni praskastog sustava pod kutom od 60°. Takoder, pri
kutu primjene od 45° i brzini protoka zraka od 20 I/min uo€ena je veéa depozicija u podrucju
gornje nosne S$koljke i gornjeg nosnog hodnika, a smanjena u podrucju donjeg nosnog
hodnika, u odnosu na primjenu praskastog sustava uz simulaciju zadrzavanja daha (brzina
protoka zraka od O I/min; Slika 17.). Na istoj slici razvidno je smanjenje depozicije lijeka u
turbinatnoj regiji pri simulaciji umjerenog udaha (20 I/min) u odnosu na simulaciju zadrzavanja
daha (protok zraka od 0 I/min).
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Slika 17. Profil depozicije praskastog sustava MD mikrosfera i inertnog nosaca laktoza

monohidrat GranuLac® 200 (MD-GL) u masenom omijeru 1:9 (m/m) u turbinatnoj regiji
silikonskog modela nosne Supljine nakon primjene jednodoznim nazalnim insuflatorom
MIAT®, pri horizontalnom kutu od 45° i protoku zraka kroz nosnu $upljinu od 0 I/min (lijevo) i

pri horizontalnom kutu od 45° i protoku zraka kroz nosnu Supljinu od 20 I/min (desno).

4.7. Isporu¢ena masa praskastih sustava

Isporu¢ena masa praskastog sustava odredena je iz razlike mase napunjene kapsule i
mase kapsule nakon rasprsivanja praskastog sustava u model nosne Supljine insuflatorom
MIAT® pri horizontalnom kutu od 45° i 60° te protoku zraka kroz nosnu $upljinu od O I/min
(simulacija zadrzavanja daha) i 20 I/min (simulacija umjerenog udaha). Isporu¢ena masa
izrazena je kao postotni udio mase praska odvagnute u kapsulu, prije rasprsivanja (15 mg).
Vrijednosti isporu¢ene mase praskastog sustava pri svim ispitivanim parametrima primjene
prikazane su u Tablici 13. MijeSanje MD mikrosfera s inertnim nosaem (osim u slucaju
kalcijevog karbonata) rezultiralo je u¢inkovitijom isporukom rasprsivanjem insuflatorom MIAT®
u odnosu na same MD mikrosfere, pri ¢emu je isporuceno vise od 90% mase praskastog
sustava napunjenog u kapsulu (iznimno, rasprsivanjem MD-MS pri 60°/ 20 I/minisporuceno je
89,3 + 0,7% mase praska). Praskasti sustav MD mikrosfera i kalcijevog karbonata (MD-C)
karakteriziran je manje ucinkovitom isporukom rasprsivanjem (71,7 = 7,0% do 81,3 + 8,7%) u
odnosu na same MD mikrosfere (83,3 + 1,3% do 91,2 + 1,3%). Vrlo visoka u€inovitost isporuke
praskastog sustava (97,2 + 2,0% do 99,2 + 0,7%) zabiljezena je za nosace GL (pri 60°/0 I/min),
M i S. Najmanja varijabilnost isporu€ene doze istog praskastog sustava pri razli€itim
parametrima primjene uo¢ena je za MD-M i MD-S.
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Tablica 13. Isporu¢ena masa MD mikrosfera te prasSkastih sustava MD mikrosfera i inertnog

nosaca rasprSivanjem u model nosne Supljine pomocu jednodoznog nazalnog insuflatora

MIAT®, pri horizontalnom kutu od 45° ili 60° i protoku zraka kroz nosnu $upljinu od 0 I/min ili

20 I/min. Isporu¢ena masa izraZena je kao postotni udio mase praska odvagnute u kapsulu,

prije rasprsivanja.

Isporuc¢ena masa praska (%)
Prasak
60°/0 I/min | 60°/20 I/min | 45°/0 I/min | 45°/20 I/min

MD 912+1.3 83,7+0,3 87,3+1,3 83,3+1,3
MD-GL | 97,2+2,0 935+2,6 95,8+1,6 90,8+1,0
MD-C 81,3+£8,7 75,7+4.3 71,7+7,0 80,7+0,0
MD-MS | 91,8+6,1 89,3+£0,7 94,0+0,7 91,3+2,0
MD-S 99,2 £0,7 98,8+1,7 99,2+0,7 988+1,4
MD-M | 99,0+0,8 96,7 £4,0 99,2 +0,7 98,5+1,0

MD - mikrosfere s deksametazonom; GL - laktoza monohidrat GranuLac® 200; C — kalcijev karbonat;

MS — magnezijev stearat; S — sorbitol; M — manitol.

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = SD (n=4).

Ukupni prinos pri rasprsivanju praskastog sustava u model nosne Supljine podrazumijeva

zbroj koliCine deksametazona koja je dostavljena/detektirana u nosnoj Supljini i koli€ine

deksametazona zaostalog u kapsuli nakon rasprSivanja, izrazen kao postotni udio cjelovite

doze deksametazona. Vrijednosti ukupnog prinosa pri rasprSivanju ispitivanih praskastih

sustava prikazane su u Tablici 14.

Ukupni prinos kretao se u rasponu od 42,8 + 3,84 do 87,3 + 1,0% i rezultat je kombiniranog

uCinka vrste nosaCa i parametara primjene. Ipak, za sve praskaste sustave uocCeno je

smanjenje ukupnog prinosa pri rasprsivanju praskastih sustava u model nosne Supljine uz

protok zraka od 20 I/min u odnosu na ukupni prinos pri rasprSivanju istih sustava uz protok

zraka od 0 I/min (simulacija zadrzavanja daha).
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Tablica 14. Ukupni prinos pri rasprSivanju MD mikrosfera te praSkastih sustava MD mikrosfera
i inertnog nosaca u model nosne $upljine pomocu jednodoznog nazalnog insuflatora MIAT®,

pri horizontalnom kutu od 45° ili 60° i protoku zraka kroz nosnu Supljinu od 0 I/min ili 20 I/min.

Ukupni prinos (%)
Prasak
60°/0 I/min | 60°/20 I/min | 45°/0 I/min | 45°/20 I/min

MD 62,8104 42,8+3,8 87,3t1,0 69,9+2,3
MD-GL 84,4+1,9 57,7£4,8 65,7+7,6 52,5+4,6
MD-C 83,848,0 76,515,8 84,2+2,0 75,5+2,1
MD-MS 83,7£7,7 67,5+1,2 85,1+3,0 69,6+0,0
MD-S 76,5+1,0 62,0£3,9 60,9+11,4 54,595
MD-M 67,0£3,3 55,9+0,2 70,9+2,1 53,416,7

MS — magnezijev stearat; S — sorbitol; M — manitol.

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD (n=2).

MD - mikrosfere s deksametazonom; GL - laktoza monohidrat GranuLac® 200; C — kalcijev karbonat;
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5. Rasprava

5.1. Svojstva mikrosfera s deksametazonom

U ovom eksperimentalnom radu uspjedno su pripravljene mikrosfere s uklopljenim
deksametazonom (MD mikrosfere) procesom susenja rasprSivanjem. Proces susenja
rasprsivanjem u Sirokoj je primjeni, ne samo u farmaceutskoj industriji ve¢ i u kemijskoj,
kozmetiCkoj i prehrambenoj industriji. Sam proces ukljuCuje: atomizaciju tekuc¢e formulacije —
otopine, emulzije, ili suspenzije, sudenje zagrijanim zrakom te odvajanje Cestica od struje zraka
[66], [145]. Raspriena otopina, emulzija ili suspenzija susi se u struji zagrijanog zraka pri Eemu
otapalo isparava, a zaostaje fini prah osugenih Sestica [66], [145]. Cestice praska odvajaju se
od struje zraka u ciklonu te se skupljaju u posudi za sakupljanje produkta. Dobiveni praskasti
sustavi kemijski i fizikalno su stabilniji od tekucih farmaceutskih oblika [135]. Na svojstva
dobivenih mikrosfera, uz formulacijske parametre, utje€u i procesni parametri poput veliine
sapnice, tlaka na sapnici, ulazne temperature, protoka otopine te relativne vlaznosti i protoka

zagrijanog zraka [68], [145].

U ovom radu vodena otopina djelatne tvari i polimera (hipromeloze i pektina) suSena je
rasprSivanjem. IskoriStenje procesa iznosilo je 50,3 £ 2,0%, $to predstavlja relativno visok
stupanj iskoristenja u usporedbi s literaturnim podatcima [66], [68], [146], [147]. Nepotpuno
iskoriStenje procesa posljedica je gubitka dijela Cestica uslijed prianjanja na dijelove
rasprsivaca te gubitaka kod sakupljanja produkta, ali i gubitaka najmanijih Cestica kroz ispuh

uredaja za susenje rasprsivanjem [135], [148].

Pektin i hipromeloza mukoadhezivni su polimeri i pomoc¢ne tvari u ve¢ odobrenim nazalnim
pripravcima. Primjerice, pektin je geliraju¢a tvar u PecFent® nazalnom terapijskom sustavu
fentanila [149]. Naime, pektin stvara hidrogel iz otopine u prisutnosti kalcijevih iona koji su
prirodno sadrzani u nosnoj sluzi. lonske interakcije izmedu kalcijevih iona i funkcionalnih
skupina pektinskih lanaca rezultiraju preslagivanjem u trodimenzionalnu mrezu [51], [149].
Primjer koristenja hipromeloze kao pomoéne tvari u nazalnim pripravcima je nazalni sprej
azelastin hidroklorida Astelin [150]. Usto, hipromeloza se Cesto koristi kao matriksni polimer
mikrosfera zbog izrazenih svojstava bubrenja u vodenom mediju [151], [152]. Matriksni sustav
graden iz hipromeloze i pektina kontrolirano bubri u doticaju s nosnim fluidom uslijed
umrezavanja lanaca pektina kalcijevim ionima te stvara gel koji produljuje zadrzavanje lijeka

na mjestu primjene [47], [146].

Raspodiela veli¢ina MD mikrosfera odredena je metodom laserske difrakcije i izraZzena
volumnim promjerima D,10, D50 i D90 koji redom iznose 1,58 + 0,00 pm,

2,69 + 0,01 ym te 6,79 + 0,37 um. lako su pripravljene mikrosfere manje od veli€ine Cestica
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koja odgovara nazalnoj primjeni, one zbog svoje velike ukupne povrsine i kohezivnih sila mogu
biti podloZne spontanoj aglomeraciji $to moze rezultirati odgovaraju¢om nazalnom depozicijom
[66]. Medutim, kohezivne sile i stvaranje aglomerata mogu predstavljati problem u fazama
mjerenja koli¢ine praska i punjenja kapsula unutar proizvodnog procesa [153], [154], $to mozZe
rezultirati problemima neujednacenosti doze i nereproducibilnosti profila depozicije. 1z
navedenog razloga mikrosferama se dodaju inertni praskasti nosaci, €ija je uloga olakSati
deaglomeraciju mikrosfera, optimirati veli¢inu Cestica te poboljSati reolodka svojstva

praskastog sustava [153].

Postupkom su$enja rasprSivanjem pri opisanim uvjetima postignuta je uspjeSnost
uklapanja lijeka u mikrosfere od 95,4 + 0,8%. S obzirom na literaturne podatke [47], [147],
dobiveni rezultat predstavlja visoki stupanj uspjeSnosti uklapanja. Sadrzaj lijeka u
mikrosferama relativno je velik (23,7 £ 0,3%) kada se usporedi s drugim praskastim sustavima
za nazalnu primjenu deksametazona [146]. Veliki sadrzaj lijeka u mikrosferama dozvoljava
njihovo mijedanje s inertnim praskastim nosacima s ciliem poboljSanja reoloskih svojstava i

nazalne depozicije pradka uz istodobnu moguénost primjene terapijske doze [47].

5.2. Sastav i homogenost praskastih sustava mikrosferaiinertnog nosaca

Inertni nosac u svojstvu punila bitno utje€e na kvalitativni i kvantitativni aspekt nazalne
primjene praskastog sustava [47], [49], [50]. Usto, postoje dokazi o povoljnom ucinku inertnih
nosata na bioraspolozivost pojedinih lijekova [155]-[157]. Stoga je u ovom radu posebna
pozornost posveéena odabiru nosaca pripravljenih MD mikrosfera. Svi ispitivani nosaci
zadovoljavaju sljedeéa dva kriterija: svrstani su na GRAS (engl. Generally Recognized As
Safe) listu i postoje literaturni dokazi o sigurnosti primjene putem diSnog sustava [50],
[155]-[159]. Frakcija Cestica nosaca koja je koriStena u svim praskastim sustavima odabrana
je temeljem literaturnih podataka o optimalnoj veli€ini Cestica prasaka u pripravcima za nazalnu

primjenu [49], [66] te je obuhvatila Eestice u rasponu veli¢ina od 45 do 63 um.

Praskasti sustavi MD mikrosfera i nosaca pripravljeni su na nacin da su MD mikrosfere
mijeSane s prosijanom frakcijom nosaca u omjeru 1:9 (m/m) po uzoru na rad Nizi¢ i sur. (2020)
u kojem je pri tom masenom omjeru postignut bolji profil nazalne depozicije i u€inkovitija
isporuka praska u nosnu Supljinu u odnosu na omjer 1:1 (m/m) [47]. Odabir odgovaraju¢eg
omijera u korist nosaca vazan je i kako se povrSina nosaca ne bi prezasitila mikrosferama, a
mikrosfere slabije vezale, $to za posljedicu moze imati njihovo odvajanje od povrSine nosaca
uslijed protoka zraka generiranog pri rasprsivanju ili udahu, ¢ime se povecava udio mikrosfera

koje bi samo prosle kroz nosnu Supljinu u donje diSne putove [49].
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U ovom radu provedena je metoda mijeSanja prasaka po uzoru na onu NiZi¢ i sur. (2020)
koji su uz identi€ne uvjete uspjedno pripravili sliche pradkaste sustave [47]. Mehanizam
priprave pradkastih sustava fizickim mijeSanjem mikrosfera i nosa¢a zasniva se na adhezijsko-
kohezijskim silama medu Cesticama [160]. Adhezijske sile izmedu vecih i manjih Cestica u
smjesi praSaka jaCe su od gravitacijske sile zbog ¢ega se povrsina Cestica nosaca prekriva
mikrosferama koje sadrze lijek. Time se osigurava priprava homogene smjese prasaka veli€ine

Cestica prikladne za nazalnu primjenu te ujednacenost doziranja [49], [161].

Pri izradi praskastih sustava bilo je potrebno voditi ratuna o tome da isti osiguraju
uklapanje terapijske doze lijeka (dnevna doza deksametazona iznosi 400-800 ug) [146] te da
je masa praskastog sustava koja sadrzi terapijsku dozu odgovaraju¢a s obzirom na koli€inu
praska koju nosnica moze zaprimiti (10-25 mg) [66], [146]. U ovom radu, koli¢ina praskastog
sustava koja sadrzi terapijsku dozu iznosila je 15 mg, jednako kao i u radu Nizi¢ i sur. (2020)
prema kojem je i prilagodena metoda priprave mjeSavina prasaka [47]. Naime, s obzirom na
uspjesnost uklapanja deksametazona u MD mikrosfere (95,4 *+ 0,8%) i omjer MD mikrosfera i
nosata (1:9, m/m), 15 mg mjeSavine praSaka sadrzi 357,7 + 2,9 ug lijeka stoga je tako
pripravljen sustav uz prilagoden rezim doziranja prikladan za osiguravanje terapijske doze

lijeka.

Osnovni preduvjet za ujednacenu isporuku terapijske doze lijeka jest homogenost
praskastog sustava MD mikrosfera i inertnog nosaca. Kriterij homogenosti u ovom radu od
posebne je vaznosti s obzirom da se radi o terapijskim sustavima za dostavu izrazito male
doze lijeka. Svi praskasti sustavi, osim MD-LEFP, karakterizirani su visokim stupnjem
homogenosti (Tablica 9.) sa srednjom vrijednoSéu postotnog omjera eksperimentalno
odredene i teorijske mase deksametazona u uzetim uzorcima praskastog sustava (% D) unutar
zadanog intervala od 100 + 5,5% i RSD vrijednoSéu manjom ili jednakom 5,5 [72], [144].
Najvecéi stupanj homogenosti zabilijezen je za praskasti sustav MD-S (% D 102,65% i RSD
1,52%), a najveée odstupanje za MD-LEFP (RSD 7,52%).

Za daljnju procjenu terapijskog potencijala praskastih sustava MD mikrosfera i nosaca,
potrebno je odrediti kriti€ne parametre koji utje€u na aerosolizaciju, profil depozicije u nosnoj
Supljini te ponaSanje sustava pri kontaktu sa sluznicom. Zbog toga su pripravljeni praskasti
sustavi podvrgnuti ispitivanjima svojstava te€enja, kuta rasprsenja, bubrenja, isporu¢ene mase

praska te profila depozicije pri razli€itim uvjetima primjene.
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5.3. Bubrenje praskastih sustava

Svojstvo bubrenja kritini je parametar kvalitete pradkastog sustava namijenjenog za
nazalnu primjenu, s obzirom da izravno utje€e na vrijeme zadrZavanja pripravka na mjestu
primjene, kao i na profil oslobadanja lijeka ukloplienog u polimerni matriks mikrosfera.
Bubrenje polimernih mikrosfera rezultira stvaranjem gela na povrsini sluznice koji se sporije
uklanja mukocilijarnim mehanizmom c¢iSc¢enja [47], [68], [146]. Bubrenje uzrokuje i reverzibilnu
dehidraciju sluznice to rezultira privremenim Sirenjem Cvrstih medustanicnih veza (engl. tight
junctions) medu epitelnim stanicama $to mozZe poboljSati permeabilnost hidrofilnih lijekova
mehanizmom paracelularne apsorpcije [68], [162]. Prisustvo nosaCa u pradkastom sustavu
takoder moze utjecati na bioraspolozivost pojedinih lijekova uslijed u€inka na epitel sluznice
[66], [133], [155]-[157]. Stoga je u ovom radu provedeno ispitivanje bubrenja samih MD
mikrosfera, kao i pradkastih sustava MD mikrosfera i nosaca pripravljenih u masenom omjeru
1:9. Sposobnost bubrenja izrazena je volumenom medija apsorbiranog po miligramu

mikrosfera u 15-minutnom procesu bubrenja.

Same MD mikrosfere su u procesu bubrenja apsorbirale 14,1 + 0,6 pl/mg prociséene vode
te 8,6 £ 1,3 pul/mg SNF-a. Bubrenje MD mikrosfera odraz je hidratacije polimernih lanaca
pektina i hipromeloze. Stupanj bubrenja mikrosfera ovisi 0 mediju kojem su izloZene, pa se
tako bubrenje mikrosfera u prociséenoj vodi razlikuje od onog u SNF-u. Razlog tome je
umrezavanje lanaca pektina kalcijevim ionima prisutnim u SNF-u [47], [163]. JuriSi¢ Dukovski
i sur. (2019) pripravili su mikrosfere s deksametazonom za nazalnu primjenu koristenjem
pektina u funkciji mukoadhezivhog polimera [146]. Navedene mikrosfere imale su izrazenije
svojstvo bubrenja u odnosu na MD mikrosfere pripravlene u ovom radu. Razlika u
vrijednostima bubrenja posljedica je razlike u masenom omjeru lijeka i polimera u matriksu
usporedenih mikrosfera. MD mikrosfere znaCajno su veéeg sadrzaja lijeka (23,7%) od
mikrosfera pripravljenih u radu Jurisi¢ Dukovski i sur. (2019) [146], iz Eega je razvidan i manji
sadrzaj polimera u matriksu mikrosfera. Takoder, kao Sto je ve¢ opisano u literaturi [47]
mikrosfere gradene od pektina i hipromeloze slabije bubre od pektinskin mikrosfera u

prociS¢enoj vodi, a bolje u SNF-u.

Dodatak topljivih osmotski aktivnih nosaa u praskasti sustav za nazalnu primjenu
predstavlja prednost jer se time poboljSava mocenje mikrosfera u koje je uklopljen lijek te,
ovisno o fizi€ko-kemijskim svojstvima lijeka, moze pospjesiti njegovo otapanje i raspolozivost
na mjestu u€inka [66]. Takvi nosaci mogu utjecati na kinetiku bubrenja mikro&estica, njihova
mukoadhezivna svojstva te profil oslobadanja lijeka [47]. OCekuje se da bi ucinak topljivih
nosaa na mukoadhezivna svojstva mikrosfera baziranih na pektinu trebao biti umjeren s
obzirom na umreZavanje lanaca pektina kalcijevim ionima prisutnim u SNF-u i posljedi¢no

kontrolirano bubrenje [47], [146]. U ovom radu je u izradi praskastih sustava koriSteno pet
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razlicitih nosaca topljivih u vodi (GL, LP, LEFP, Si M). Svi prasSkasti sustavi MD mikrosfera i
nosaca topljivih u vodi bubrili su u kontaktu s vodenim medijem te su zabiljezeni znacajno veci
volumeni apsorbiranog medija (34,9-72,9 pl/mg u prociséenoj vodi te 14,95-60,0 pl/mg u
SNF-u) u odnosu na same MD mikrosfere. Iz navedenog se moze zakljuciti da je razlika u
volumenu apsorbiranog vodenog medija u donorskom odjeljku izmedu samih MD mikrosfera i
praskastih sustava MD mikrosfera i topljivih nosa€a posliedica osmotskog ucinka nosaca.
Tanaka i suradnici (2017) primijetili su povec¢anje volumena sluzi pri primjeni formulacija za
nazalnu primjenu koje sadrze laktozu [155]. Taj u€inak pripisali su osmotskom tlaku koji
nastaje otapanjem laktoze u nosnom fluidu te posljedi€nom povlacenju vode iz epitelnih
stanica i/ili tkiva sluznice. MoZe se pretpostaviti da je sli€an mehanizam u pozadini rezultata
dobivenih u ovom radu za praskaste sustave s nosacem topljivim u vodi, odnosno da je
osmotski tlak, nastao brzim otapanjem nosaca, uzrokovao prelazak vode iz receptorskog u

donorski odjeljak preko polupropusne membrane.

Bubrenje praskastih sustava MD mikrosfera i laktoze monohidrata u procis¢enoj vodi i
SNF-u raslo je u nizu: LP <GL <LEFP. S obzirom na to da je za sve nosace koristena prosijana
frakcija raspona veli€ina Cestica od 45 do 63 um te da je rije€ o identi¢nim klasama laktoze,
pretpostavka je da su opazene razlike u svojstvima bubrenja odraz razlika u morfologiji Cestica.
Praskasti sustavi MD-S i MD-M su, pri ispitivanju svojstava bubrenja, apsorbirali redom 49,0 +
9,8 i 394 + 0,2 pI/mg prociscene vode te 247 + 47 i
15,0 £ 5,1 yl/mg SNF-a. Usporediva svojstva bubrenja praskastih sustava s manitolom i
sorbitolom ocekivana su buduéi da su manitol i sorbitol izomeri te posjeduju jednak broj
hidroksilnih skupina koje su zasluzne za osmotski ucinak tih spojeva. Za procjenu znacaja
dobivenih vrijednosti u smislu stvarnog udinka praSkastih sustava s osmotski aktivhim
nosagima u in vivo uvjetima, bilo bi potrebno provesti dodatna istrazivanja na animalnim

modelima.

Praskasti sustavi s netopljivim nosa¢ima (magnezijevog stearata i kalcijevog karbonata)
nisu pokazali znacajnija svojstva bubrenja (Slika 13.). To je bilo potvrdeno i ¢injenicom da su
nakon provedenog ispitivanja prasci na membrani ostali suhi i u obliku kako su prvotno
naneseni. Takvi rezultati upucuju na zaklju¢ak da su Cestice netopljivih nosaCa zahvaljujuci
loSim svojstvima mocenja onemogucile bubrenje mikrosfera. No, neovisno o nepovoljnim
rezultatima bubrenja, dokazano je da netopljivi nosaci mogu produljiti vrijeme zadrzavanja
pripravka na povrsini sluznice i time povoljno utjecati na bioraspolozivost/u€inak lijeka [156],
[157].
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5.4. Reologija praskastih sustava

Poznavanje svojstava te€enja jedan je od klju¢nih parametara u razvoju i procjeni
terapijskog potencijala praskastih nazalnih pripravaka [66], [133]. Naime, reoloska svojstva
praska u kombinaciji s karakteristikama uredaja za nazalnu primjenu utjeu na aerosolizaciju
pripravka [37], [73], a samim time i na ujednaCenost doziranja te geometriju oblaka aerosola
[37], [49]. Na aerosolizaciju praSka mogu utjecati i vrsta te udio nosaca u formulaciji 5to za
posljedicu moZe imatii razliku u profilu depozicije pripravka [47], [50]. U ovom radu usporedena
su svojstva teCenja MD mikrosfera i sedam praskastih sustava MD mikrosfera i nosaca.
Reoloska svojstva prasaka procijenjena su temeljem izraCunatog Hausnerovog omijera i
Carrovog indeksa, veli€ina koje su povezane s trenjem medu Cesticama te kompresibilnoS¢u

praska i kao takve pogodne su za procjenu svojstava te€enja praska [71], [143].

Prasak MD mikrosfera karakteriziran je loSijim svojstvima te€enja u odnosu na ispitivane
praskaste sustave MD mikrosfera i nosaca, uz iznimku MS (Tablica 10.). Navedeno opazanje
u skladu je s ocCekivanjima buduéi da su mikronizirani praci dobiveni metodom suSenja
rasprSivanjem karakterizirani manjom gusto¢om praska [154] te skloni aglomeraciji zbog
velikog omjera povrsine prema volumenu [66], [154]. Adsorpcija MD mikrosfera na Cestice
nosaca rezultirala je poboljSanjem svojstava te€enja. Utjecaj nosaca na svojstva te€enja rastao
je unizu MS < C < LEFP <LP <M < S < GL (Tablica 10.). S obzirom da prasci teku pod
utjecajem gravitacije, u pravilu su Cestice vece gusto¢e manje kohezivne i imaju bolja svojstva
te€enja od Cestica manje gustoce, a iste velicine i oblika [71]. Tako je, medu tvarima odabranim
za nosace MD mikrosfera, MS tvar karakterizirana najmanjom gustoc¢om, a praskasti sustav
MD-MS najlosijih je svojstava te€enja medu ispitivanim praskastim sustavima mikrosfera i
nosaca. Medutim, iz odnosa gustoca ostalih tvari koriStenih kao nosaca (Tablica 8.) razvidno
je da jos neki €imbenici imaju ulogu u odredivanju reoloskih svojstava ispitivanih prasaka, kao

primjerice oblik i/ili povrSina Cestica nosaca [164].

5.5. Kut rasprsenja praskastih sustava

Kut rasprSenja vazan je parametar za ciljanu dostavu lijeka u nosnu Supljinu, s obzirom
da znacajno utjeCe na sami profil depozicije nazalno primijenjenog lijeka [40]. Naime,
povecanjem kuta rasprdenja povecava se nazalna depozicija u anteriornoj regiji [55], [56].
Jednako tako se smanjenje kuta rasprSenja povezuje s pove¢anom depozicijom u ciljnoj
turbinatnoj regiji [27], [38], [46], [56]. |1z navedenog je razvidna potreba za prilagodavanjem
kuta rasprSenja ciljanoj regiji, odnosno Zeljenom terapijskom ucinku nazalno primijenjenog

ljeka [20]. Prema simulaciji Foo i sur. (2018) izvedenoj za tekuce pripravke, znacajnije
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odlaganije lijeka u turbinatnoj regiji u odraslih postiZze se pri kutu raspr§enja manjem od 30°, a

u djece pri kutu rasprSenja manjem od 20° [164].

Kut rasprSenja za MD mikrosfere iznosio je 26,7 £ 1,0°, a za pradkaste sustave MD
mikrosfera i razli¢itih nosaca kretao se izmedu 17,3 + 0,9°i 28,4 + 0,6° (Tablica 11.). MijeSanje
MD mikrosfera s nosaéem u masenom omjeru 1:9 u svim je slu¢ajevima, osim u slu¢aju nosaca

C, rezultiralo smanjenjem kuta rasprsenja u odnosu na same MD mikrosfere.

Dodatkom nosaca u omjeru 9:1 u odnosu na MD mikrosfere, kut rasprSenja mijenjao se
ovisno o reoloskim svojstvima pradkastog sustava, pri Eemu su prasci boljih svojstava te€enja
(odnosno manjeg Carrovog indeksa) imali manji kut rasprdenja. Analizom povezanosti kuta
rasprSenja ispitivanih praskastih sustava i Carrovog indeksa odreden je Pearsonov
(parametarski) koeficijent korelacije od 0,8759 (Slika 18.). Navedena zapazanja u skladu su s
literaturnim podacima. Naime, Colombo i sur. (2016) su u ispitivanjima praskastih sustava s
talidomidom takoder koristili MIAT® uredaj za nazalnu primjenu te je uoCeno da je
rasprsivanjem praska s boljim svojstvima te€enja generiran oblak veée gustoée i manjeg kuta
rasprSenja dok je kombinacija istog uredaja s praskom loSijih svojstava te¢enja rezultirala

oblakom manje gustoce i veceg kuta rasprsenja [37].
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Slika 18. Korelacija izmedu kuta rasprenja ispitivanih praskastih sustava i Carrovog indeksa

(Pearsonov koeficijent korelacije 0,8759)

Kut rasprdenja manji od 30° zabiljeZzen je za sve ispitivane praskaste sustave MD
mikrosfera i nosaca $to ih €ini prikladnim za ciljanu depoziciju u turbinatnoj regiji. Kako je prolaz
u podrucju nosne valvule kod djece uzi nego kod odraslih [28], [29], teZe je postiéi uCinkovitu

dostavu lijeka, stoga je potreban uzi kut rasprdenja za zna€ajniju depoziciju iza nosne valvule.
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PraSkasti sustavi MD mikrosfera s nosa¢ima GL, S i M (MD-GL, MD-S i MD-M) karakterizirani
su kutom rasprsenja jednakim ili manjim od 20°, 8to ih &ini potencijalno prikladnim i za primjenu

u pedijatrijskoj populaciji.

Valja imati na umu da kut rasprSenja pri primjeni lijeka u nosnu 3upljinu ovisi i 0
parametrima primjene kao $to su kut primjene i protok zraka [27]. Tako se, simuliranjem udaha
u ispitivanju depozicije, kut rasprSenja smanjuje u odnosu na kut pri zadrzanom dahu [27], §to
predstavlja jedan od Cimbenika s utjecajem na profil nazalne depozicije primijenjenog

praskastog sustava.

5.6. Depozicija praskastih sustava u modelu nosne Supljine

Za osiguravanje terapijske ucinkovitosti nazalno primijenjenog lijeka vazna je njegova
dostava u ciljanu regiju nosne Supljine. Stoga je u razvoju lijeka za nazalnu primjenu potrebno
ispitati profil depozicije u ovisnosti o reoloSkim svojstvima formulacije, parametrima primjene

te znaCajkama uredaja za njegovu dostavu u nosnu Supljinu [79].

Mehanizmi kojima se Cestice odlazu u diSnom sustavu uklju€uju presretanje, sudaranje
uslijed inercije, sedimentaciju utjecajem gravitacije, Brownovo gibanje i elektrostatske
interakcije [166]. Medutim, odlaganje Cestica u nosnoj Supljini posljedica je isklju€ivo inercije i
gravitacije. Aktiviranjem uredaja za nazalnu primjenu praskastog sustava generira se protok
zraka koji rasprsuje Cestice praska u nosnu Supljinu. Opiranje rasprsSenih Cestica promjeni
inicijalne putanje zbog zakretanja protoka zraka rezultira njihovim tangencijalnim kretanjem u
odnosu ha protok zraka te sudaranjem s nosnom sluznicom [20], [166], [167]. Za Cestice u
gibanju, kada otpor zraka (kao medija u kojem se rasprsene Cestice kreéu) i gravitacijska sila
nadvladaju silu kojom su Cestice praska rasprSene, nastupa sedimentacija Cestica pod

utjecajem gravitacije. Sedimentacija je znacajnija u nizim dijelovima diSnog sustava [166].

Na inicijalnu putanju Cestica praska utje€u kut rasprsenja i kut primjene. U slu€aju uzeg
kuta rasprSenja iznimno je vazno prilagoditi kut primjene da bi se prasak dostavio u podrucje
iza nosne valvule, dok je kod Sireg kuta rasprsenja ucinkovitost prolaska nosne valvule manje
ovisna o kutu primjene [56]. Praskasti sustavi MD mikrosfera i nosaca pripravljeni u ovom radu
karakterizirani su relativno uskim kutom rasprsenja. Stoga je, za osiguranje dostave lijeka u

turbinatnu regiju, potrebno prilagoditi kut primjene.

Prema literaturnim podacima kut primjene u odnosu na horizontalnu ravninu koji je jos
ugodan za pacijenta kre¢e se u rasponu od 55° do 75° [89], pri ¢emu se kut od 60° opisuje
kao ugodan [27]. Prema ranijim istrazivanjima, kut od 60° prikladan je za nazalnu primjenu
praskastih sustava [47]. Xi i suradnici (2017.) su u svom radu zakljucili da Cestice primijenjene

pod kutom od 60° u odnosu na horizontalnu ravninu mogu izbjeci tok udahnutog zraka i

59



zadrzati svoje usmjereno kretanje prema olfaktornoj regiji [168]. Kut primjene od 45° uklju¢en
je u ovo ispitivanje prema radu Salade i sur. (2018) [52]. Warnken i sur. (2018) su taj kut
predlozili kao najprikladniji za nazalnu primjenu, prema udjelu depozicije u turbinatnoj regiji, a
temeljem istrazivanja profila depozicije nazalnih pripravaka koristenjem nekoliko modela

nosne Supljine osoba razliCite starosne dobi [26].

Za ispitivanje profila depozicije u modelu nosne Supljine, odabrani su praskasti sustavi
MD-GL, MD-C, MD-MS, MD-S i MD-M te je izvrSena usporedba sa samim MD mikrosferama.
Od tri nosaca laktoze monohidrata odabran je nosa¢ GL, s obzirom na bolja svojstva u odnosu
na LP i LEFP, na §to upucuju ranije prikazani rezultati ispitivanja (Tablica 9., 10. i 11. te Slika
13.).

Deksametazon je indiciran u lijeenju alergijskog rinitisa i rinosinusitisa kao upalne bolesti
nosne sluznice [169], [170] te ga je potrebno dostaviti u turbinatnu regiju nosne Supljine [24],
[171]. Stoga je upravo udio doze deksametazona dostavljen u tu regiju uzet kao pokazatelj
uspjesSnosti njegove nazalne dostave, odnosno prikladnosti ostvarenog profila depozicije u
nosnoj Supljini.

Prema rezultatima vizualne procjene depozicije prasaka i kvantitativne analize udjela
deksametazona u pojedinim regijama, uoceno je da je kod svih prasaka veéi udio rasprSene
doze prosSao nosnu valvulu. Razlog tome je $to je kut rasprSenja za sve ispitivane praskaste
sustave dovoljno mali (<30°, [164]) (Tablica 11.) da prasci u vecoj mjeri prolaze kroz suzenje
u podrudju valvule te se odlazu u podrucju TR, PRili O. Vizualnom procjenom profila depozicije
pri kutu primjene od 45° i uz brzinu protoka zraka od 20 I/min uo&ena je preraspodijela €estica
odlozenih u turbinatnoj regiji u odnosu na primjenu praskastog sustava uz simulaciju
zadrzavanja daha (brzina protoka zraka od O I/min). Pri brzini protoka zraka od 20 I/min uocena
je veca depozicija u podrucju gornje nosne Skoljke i gornjeg nosnog hodnika, a smanjena u
podru¢ju donjeg nosnog hodnika (Slika 17.). Sliéne rezultate dobili su Trows i Scherliess
(2016) promatrajuéi profil depozicije praskastog sustava temeljenog na nosacu manitolu. lako
u radu nije to€no definiran kut primjene, promjena protoka zraka od 0 I/min na 15 I/min
rezultirala je povecanjem frakcije odlozene u podrudju srednje i gornje nosne Skoljke [49].
Razlika u profilu depozicije kod navedena dva protoka slaze se s radom Lippmann i suradnika
(1980.) prema kojem je kod viSih brzina protoka zraka veci utjecaj inercije na Cestice, odnosno
kod manijih brzina protoka veca je zastupljenost odlaganja Eestica mehanizmom sedimentacije

uslijed gravitacije [166].

Usporedujuci rezultate kvantitativne analize profila depozicije pri svim uvjetima primjene,
najveci udio deksametazona u TR zabiljezen je u sluCaju primjene praskastih sustava pri

horizontalnom kutu od 60° i protoku zraka od O I/min (simulacija zadrZzavanja daha)

60



(Tablica 12.). MijeSanje MD mikrosfera s inertnim nosa¢ima u masenom omjeru 1:9 rezultiralo
je poboljSanjem depoziciie u TR u odnosu na primjenu samih MD mikrosfera, pri svim
ispitivanim parametrima primjene. Odstupanje od navedenog uoéeno je samo kod praskastog
sustava MD-GL primijenjenog uz simulaciju udaha (protok zraka od 20 I/min) pri ¢emu se
postotni udio lijeka dostavljen u turbinatnu regiju nije zna€ajno razlikovao od onog pri primjeni
samih MD mikrosfera pod istim uvjetima. UcCinkovitija depozicija praSkastih sustava MD
mikrosfera i inertnih nosaca u turbinatnoj regiji u odnosu na same MD mikrosfere moze se
objasniti adsorpcijom MD mikrosfera na €estice nosaca, zahvaljujuci kojoj je veli€ina Cestica

rezultirajuceg praskastog sustava prilagodena depoziciji u nosnoj Supljini [49], [161].

Buduéi da se u mnogim uputama o lijeku navodi potreba za primjenom lijeka u nosnu
Supljinu uz istovremeni udah, razmatran je utjecaj protoka zraka od 20 I/min (odgovara udahu
pri umjerenom disanju) na profil nazalne depozicije. Kao $to je ve¢ spomenuto u uvodnom
dijelu, povecanje protoka zraka uzrokuje veci udio turbulentnog kretanja Sto rezultira
poveéanom depozicijom u turbinatnoj regiji. No, povecéanje protoka zraka moze uzrokovati i
smanjenu ukupnu depoziciju €estica u nosnoj Supljini, uzrokujuci deaglomeraciju/razdvajanje
Cestica i njihovo odlaganje u distalnijim dijelovima diSnog sustava [49]. U ovom radu
zabiljezeno je smanjenje depozicije Cestica u ciljanoj regiji nosne Supljine pri protoku zraka od
20 I/min u odnosu na 0 I/min (Tablica 12.) jednako kao i smanjenje ukupnog prinosa nakon
rasprSivanja u model nosne Supljine (Tablica 14). Pretpostavka je da je rasprSivanje
praskastog sustava uz simulaciju umjerenog udaha rezultiralo deaglomeracijom/razdvajanjem
MD mikrosfera od Cestica nosaca te posljediéno smanjenom depozicijom unutar modela nosne
Supljine.

Temeljem analize profila depozicije i udjela deksametazona dostavljenog u TR, postavke
horizontalnog kuta primjene od 60° i protoka zraka od 0 I/min (simulacija zadrzavanja daha)
odabrane su kao najprikladnije za nazalnu primjenu praskastih sustava MD mikrosfera i
inertnih nosaca, pri éemu je, za sve ispitivane praskaste sustave, najveci udio deksametazona
dostavljen u TR (Slika 15.). Slijedi regija O kod svih praskastih sustava, sa otprilike dvostruko
manjim vrijednostima udjela deksametazona u odnosu na TR. Navedenu regiju predstavljaju
parafilm te septum. Parafilm je u ovom eksperimentalnom radu koriSten za zatvaranje regije
modela nosne Supljine koja predstavlja nazofarinks. Cestice praska koje se nalaze na
parafilmu su Cestice koje bi kod pacijenta putem nazofarinksa prosle u nize dijelove diSnog
sustava. Primjena kortikosteroida prema nazalnom septumu, odnosno posljedi¢no povecana
depozicija na podru€ju septuma, povezuje se prema nekim istraZzivanjima s povecanom
incidencijom epistakse [76], [78], [125]. lako nazalni praSak u ovom radu nije primjenjivan
prema septumu, nego paralelno sa septumom, uo€ena je depozicija dijela Cestica na septumu.

Povec¢ana depozicija na septumu bila bi od interesa kod nazalnih polipa na podrucju septuma,
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no takva lokalizacija polipa vrlo je rijetka i zabiljezena tek u nekoliko izvjeSéa o pojedinacnim
sluCajevima [104], [172].

Pri odabranim uvjetima primjene (horizontalni kut od 60° i protok zraka od 0 I/min), za
praskasti sustav MD-GL zabiljeZen je ukupni prinos od 84,4 £ 1,9 % i depozicija u turbinatnoj
regiji od 42,0 £ 3,1 % Sto se slaze s rezultatima Nizi¢ i sur. (2020) [47]. U navedenom radu
koristen je isti omjer ovog nosaca u formulacijama te je zabiljeZena depozicija u turbinatnoj
regiji od oko 40% te ukupni prinos od 74,7 + 6,9%. PraSkasti sustavi MD-S i MD-M takoder su
pokazali dobra svojstva pri razmatranim uvjetima primjene s ukupnim prinosom od
76,6 +1,0% i67,0 4,0 % te depozicijom u turbinatnoj regiji od 40,9 £ 0,9 % i 40,5 £ 3,5 %.
Trows i Scherliess (2016) koristili su manitol (Pearlitol 200 SD) kao nosa¢ u svojim
formulacijama jer je rezultirao niskim udjelom postnazalne frakcije i malom varijabilno§¢u medu
mjerenjima. Primjenom formulacije s omjerom mikrosfera i nosaca 1:9 u model nosne Supljine
pri protoku O I/min, u radu Trows i Scherliess (2016), postignuta je neSto manja depozicija

lijeka u turbinatnoj regiji u odnosu na vrijednosti u ovom radu [49].

Zabiljezen je vrlo povoljan profil depozicije i za praske izrazito loSih svojstava teCenja
poput MD-MS i MD-C uz izrazen ucinak rasprostiranja, no valja naglasiti da je za te praske
utvrdena velika varijabilnost u rezultatima ukupnog prinosa i depozicije u ciljnoj regiji (Tablica
13. i 14.). Zbog navedenog, te rezultata ranijih ispitivanja, prasci MD-MS i MD-C nisu najbolji

izbor, iako je profil depozicije povoljan.

5.7. Isporu¢ena masa praskastih sustava

Isporu¢ena masa praskastog sustava vazan je Cimbenik terapijske ucinkovitosti nazalnog
praska jer direktno utje€e na koli€inu lijeka koja ¢e prilikom primjene biti dostavljena u nosnu
Supljinu. Isporutena masa ovisi o svojstvima uredaja i formulacije [68], [100]. MIAT®
jednodozni nazalni insuflator u€inkovito dostavlja prasak u postotku od oko 90% nakon samo
jednog potiska, uz minimalne varijacije u rezultatu, te u€inkovitost dostave nije ovisna o koli€ini
pradka u kapsuli [173]. Razlog tome je $to ve¢i gumeni balon MIAT® uredaja, u odnosu na
druge uredaje istog mehanizma, generira jaci protok zraka koji omogucuje rasprsivanje gotovo
cijelog sadrzaja kapsule samo jednim potiskom [174]. Zbog navedenih izvedbenih znacajki,

MIAT® uredaj odabran je za rasprsivanje praskastih sustava i u ovom eksperimentalnom radu.

Postotni udjeli isporu¢ene mase praskastog sustava rasprsivanjem pri horizontalnom kutu
od 60° i simulaciji zadrZzavanja daha (protok zraka od O I/min) kretali su se u rasponu od

81,3 % do 99,2 % (Tablica 13.) i ve¢im dijelom se slaZzu s opisanom ucinkovito§éu MIAT®
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uredaja [173]. UoCena varijacija isporu¢ene mase pradkastog sustava pripisuje se razlikama u

formulaciji, odnosno razli¢itim svojstvima ispitivanih nosaca.

Nizi¢ i sur. (2020) su praskasti sustav mikroCestica s uklopljenim lijekom i nosaca laktoze
monohidrata pripremili u jednakom masenom omijeru (1:9), te primijenili uredajem MIAT® u
model nosne Supljine pri jednakim parametrima primjene (horizontalni kut 60° i protok zraka
od 0 I/min), pri €¢emu je postotni udio mase prasSkastog sustava zaostalog u kapsuli nakon

rasprsivanja iznosio 4,7 + 1,9% [47] 5to je u skladu s rezultatima dobivenim u ovom radu.

Kaye i sur. (2009) su takoder koristili laktozu monohidrat i magnezijev stearat kao nosace
u svojim praSkastim sustavima [50]. Laktoza monohidrat bila je razliCite klase i raspodjele
veli€ina Cestica u odnosu na onu koristenu u ovom radu. Omjer mikroCestica i nosaca laktoze
monohidrata bio je 1:1 (m/m), dok je udio magnezijevog stearata u mjeSavini s mikroCesticama
bio svega 1% (m/m). U tom ispitivanju, praskasti sustav s laktozom imao je bolja svojstva
aerosolizacije u odnosu na praskasti sustav s magnezijevim stearatom, s manjim udjelom
mase praska zaostalog u uredaju [50]. Sli¢an ucinak navedenih nosaca primije¢en je i u ovom
radu gdje je praskasti sustav MD mikrosfera s laktoza monohidratom (MD-GL) bio
karakteriziran ve¢om isporu¢enom masom pri svim uvjetima primjene u odnosu na praskasti
sustav MD mikrosfera s magnezijevim stearatom (MD-MS), osim pri uvjetima 45°/ 20 I/min pri

kojima je udio isporu¢ene mase za ta dva sustava gotovo jednak.

Sorbitol i manitol pokazali su se najboljim nosaCima s obzirom na varijabilnost medu
mjerenjima i koliinu praska zaostalog u kapsuli pri svim uvjetima primjene, s prosje¢nim
vrijednostimaod 1,0+ 0,4 % i 1,7 £ 1,4 %.

Na osnovu vizualne usporedbe formulacija i izgleda kapsula nakon rasprSivanja praska
uoceno da su kod praska MD-C bila izrazena svojstva grudanja, $to je vjerojatno utjecalo na
aerosolizaciju pripravka i rezultiralo varijabilno§¢u medu mjerenjima (SD vrijednosti 8,7 %,
4,3 % i 7,0 %). Naime, bolje svojstvo te€enja prasaka, kao posljedica slabijih kohezivnih sila
medu Cesticama praska, ujedno prate bolja svojstva aerosolizacije pripravka [71], [73].
Analogno tome loSije svojstvo teCenja prati l0Sije svojstvo aerosolizacije pripravka. Navedeno
je vidljivo u ovom eksperimentalnom radu. Prasci MD-GL, MD-S i MD-M karakterizirani su
vecim udjelom isporu¢ene mase praska te boljim svojstvima te€enja u usporedbi s prascima
MD, MD-C i MC-MS.

Prema smjernicama EMA-e vezano uz farmaceutsku kvalitetu pripravaka za inhalaciju i
nazalnih pripravaka, dozvoljeno odstupanje u isporu¢enoj masi od deklarirane mase praska
iznosi = 15 % [65]. Navedeni kriterij zadovoljavaju prasci MD-GL, MD-MS, MD-S i MD-M pri
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svim uvjetima primjene, dok je kod prasaka MD i MD-C zabiljeZeno odstupanje vece od 15 %,

¢ime navedeni prasci ne zadovoljavaju zahtjeve za farmaceutsku kvalitetu.

Zaklju¢no, temeljem provedene karakterizacije praskastih sustava MD mikrosfera i
inertnog nosaca te ispitivanja profila depozicije u nosnoj Supljini pri razliitim parametrima
primjene, laktoza monohidrat (GL), sorbitol (S) i manitol (M) prepoznati su kao nosaci MD
mikrosfera najveéeg potencijala. Daljnja istrazivanja na in vivo modelima neophodna su za

procjenu uc€inka odabranih nosa¢a na pona$anje mikrosfera u kontaktu s nosnom sluznicom.

64



6. Zakljucci

o Mikrosfere gradene od pektina i hipromeloze, sa sadrzajem uklopljenog deksametazona
od 23,7 + 0,3%; (MD mikrosfere), uspjeSno su pripravljene metodom susenja

rasprSivanjem.

e Praskasti sustavi MD mikrosfera (medijan volumne raspodijele 2,69 + 0,01 um) i inertnog
nosaca (laktoze monohidrata, sorbitola, manitola, kalcijevog karbonata i magnezijevog
stearata, veli€ine Cestica 45-63 um) pripravljeni su mijeSanjem u omjeru 1:9 (m/m) uz

zadovoljene kriterije homogenosti.

e Bubrenje mikrosfera u umjetnom nosnom fluidu (SNF) umjerenije je u odnosu na bubrenje
u prociS¢enoj vodi. Suprotno topljivim i osmotski aktivnim nosacima, netopljivi nosaci

(kalcijev karbonat i magnezijev stearat) onemogucili su bubrenje MD mikrosfera u SNF-u.

o Praskasti sustavi MD mikrosfera i inertnog nosa¢a (uz iznimku magnezijevog stearata)
poboljSanih su svojstava te¢enja (tj. manjeg Carrovog indeksa i Hausnerovog omjera) u

odnosu na same MD mikrosfere i prikladni su za primjenu rasprSivanjem.

o Kut rasprsenja praskastih sustava bio je u rasponu od 17,3 + 0,9° do 28,4 + 0,6°, Sto ih
¢ini prikladnim za dostavu lijeka iza nosne valvule. Uocena je korelacija izmedu Carrovog
indeksa i kuta rasprsenja: prasci manjeg Carrovog indeksa imali su maniji kut rasprsenja

(Pearsonov koeficijent korelacije 0,8759).

o Praskasti sustavi MD mikrosfera i nosaca osigurali su ucinkovitiju dostavu lijeka u
turbinatnu regiju silikonskog modela nosne Supljine u odnosu na same MD mikrosfere.
Najucinkovitija dostava deksametazona u turbinatnu regiju (40,5 *+ 3,5% do 47,9 + 4,6%
primijenjene doze) postignuta je pri horizontalnom kutu primjene od 60° i protoku zraka
kroz nosnu Supljinu od 0 I/min, te su havedeni parametri primjene prepoznati kao parametri

izbora za razvijene praskaste sustave.

¢ Simulacija umjerenog udaha (protok zraka od 20 I/min) pri rasprsivanju praskastih sustava
u nosnu Supljinu rezultirala je smanjenjem depozicije lijeka u turbinatnoj regiji i
smanjenjem ukupnog prinosa u odnosu na one pri simulaciji zadrzavanja daha (protok

zraka od 0 I/min).
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PrasSkasti sustavi MD mikrosfera i inertnog nosaca (uz iznimku kalcijevog karbonata)
ucinkovito se isporuduju rasprsivanjem insuflatorom MIAT® te, za razliku od samih MD
mikrosfera, zadovoljavaju zahtjeve za farmaceutsku kakvocu s obzirom na isporu¢enu

masu pri primjeni.

Provedena sveobuhvatna in vitro karakterizacija omogucila je prepoznavanje laktoze
monohidrata, sorbitola i manitola kao nosata MD mikrosfera s velikim potencijalom za
nazalnu primjenu te probir praSkastih sustava za in vivo ispitivanja njihovog

medudjelovanja sa sluznicom nosa.
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9. Sazetak

Mikrosfere s deksametazonom u praskastom inertnom nosacu: karakterizacija

farmaceutskog oblika i depozicija u silikonskom modelu nosne Supljine

Stefanie Bobi¢anec i Mia Koba$, Sveuciliste u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijski fakultet
Klju€ne rijeCi: nazalna primjena; deksametazon; mikrosfere; praskasti nosac

Nazalna primjena primarni je izbor puta primjene kortikosteroida u lijecenju bolesti nosa i sinusa,
jer se terapijski u€inak moze posti¢i pri manjoj dozi i uz manju mogucnost razvoja nuspojava u odnosu
na sistemsku primjenu. Suvremena istraZivanja usmjerena su na nadilaZzenje glavnih ograni¢avajucih
¢imbenika nazalne primjene uklju€ujuci problem prolaska nosne valvule ispred turbinatne regije koja
predstavlja ciljno mjesto dostave kortikosteroida te mukocilijarno CiS¢enje koje skracuje vrijeme

zadrzavanja lijeka na nosnoj sluznici.

Cilj ovog istrazivanja je pripraviti mikrosfere s deksametazonom polimernog sastava koji osigurava
kontrolirano bubrenje te odabrati prikladni praskasti nosaé mikrosfera i parametre primjene koji ¢e
osigurati ujednacenost doziranja i u€inkovitu dostavu deksametazona u ciljnu (turbinatnu) regiju nosa.
Prednost praskastih sustava u odnosu na konvencionalne tekuce oblike lijeka za nazalnu primjenu
temelji se na vecoj kemijskoj, fizi€koj i mikrobioloskoj stabilnosti suhog oblika te duljem zadrzavanju na

nosnoj sluznici.

Metodom suSenja rasprSivanjem, uspjeSno su pripravljene mikrosfere gradene od pektina i
hipromeloze, sa sadrzajem uklopljenog deksametazona od 23,7 + 0,3%; (MD mikrosfere). Praskasti
sustavi MD mikrosfera (medijan volumne raspodjele 2,69 + 0,01 pm) i inertnog nosaca (laktoze
monohidrata, sorbitola, manitola, kalcijevog karbonata i magnezijevog stearata, veli€ine Cestica 45-63
pm) pripravljeni su mijeSanjem u omjeru 1:9 (m/m) uz zadovoljene kriterije homogenosti. Uoc¢ena je
pozitivna korelacija izmedu Carrovog indeksa i kuta raspr$enja insuflatorom MIAT® (Pearsonov
koeficijent korelacije 0,8759). Praskasti sustavi s laktoza monohidratom, sorbitolom i manitolom
osigurali su bubrenje mikrosfera, bolja svojstva teCenja, prikladniji kut rasprSenja i u€inkovitiju dostavu
lijeka u ciljanu turbinatnu regiju silikonskog modela nosne Supljine u odnosu na MD mikrosfere s bez
inertnog nosaca. Usto, navedeni praskasti sustavi zadovoljavaju zahtjeve za farmaceutsku kakvocu s
obzirom na isporu¢enu masu pri primjeni. Najucinkovitija dostava deksametazona u turbinatnu regiju
(40,5 + 3,5% do 47,9 + 4,6% primijenjene doze) postignuta je pri kutu primjene od 60° prema
horizontalnoj ravnini i simulaciji zadrzavanja daha (protok zraka kroz nosnu Supljinu od 0 I/min), te su

navedeni parametri primjene prepoznati kao parametri izbora za razvijene praskaste sustave.

Rezultati provedene sveobuhvatne in vitro karakterizacije upucuju na veliki potencijal razvijenih
praskastih sustava MD mikrosfera i inertnog nosaca za nazalnu primjenu deksametazona, te su

omogucili probir praskastih sustava za in vivo ispitivanja njihovog medudjelovanja sa sluznicom nosa.
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10. Summary

Dexamethasone-loaded microspheres blended with inert powder carrier:
characterisation of pharmaceutical formulation and deposition within silicone nasal

cavity model

Stefanie Bobi¢anec and Mia Koba$, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry
Keywords: nasal administration; dexamethasone; microspheres; powder carrier

Administration of corticosterioid via the nasal route in the treatment of diseases of the nose and
paranasal sinuses is the method of choice, since the therapeutic effect may be visible at a lower dose
and has less occurrence of adverse effects compared to systemic delivery. Current investigations are
focused on surpassing the main limiting aspects of nasal drug delivery including the hindering effect of
nasal valves on the drug's passage to its targeted turbinate region and the mucociliary clearance that

reduces its retention time on the nasal mucosa.

The aim of this study is to develop dexamethasone-loaded microspheres of defined polymer
content that ensures controlled swelling behavior and to select an inert powder carrier, as well as to
establish administration parameters that will ensure uniform and effective dexamethasone delivery to
the targeted (turbinate) region of the nasal cavity. Advantages of nasal powder dosage forms over the
conventional liguid formulations include improved chemical, physical and microbiological stability

distinctive for dry forms, along with prolonged contact with the nasal mucosa.

Spray-dried microspheres consisting of pectin and hypromellose were successfully produced with
dexamethasone content of 23.7 + 0.3%; (MD microspheres). Nasal powders were obtained by mixing
MD microspheres (volume median diameter of 2.69 + 0.01 um) with an inert carrier (lactose
monohydrate, sorbitol, mannitol, calcium carbonate, magnesium stearate, particle size 45-63 uym) at 1:9
(w/w) ratio, assuring the homogeneity of the mixtures. Positive correlation between the Carr's index and
plume angle obtained by MIAT® insufflator was observed (Pearson's correlation coefficient of 0.8759).
Nasal powders containing lactose monohydrate, sorbitol and mannitol ensured swelling of the MD
microspheres and, compared to MD microspheres without inert carrier, demonstrated improved
rheological properties, spray cone angle and drug delivery to the targeted turbinate region of the silicone
nasal cavity model. Also, mentioned powders meet the pharmaceutical quality requirements considering
the mass delivered upon administration. The most effective dexamethasone deposition in the turbinate
region (40.5 £ 3.5% to 47.9 + 4.6% of the applied dose) was recorded at administration angle of 60°
from the horizontal plane and at breath hold (inspiratory flow rate of 0 I/min), hence the featured

administration parameters were identified as parameters of choice for the developed nasal powders.

Results of the comprehensive in vitro characterization called attention to the considerable potential
of the developed dexamethasone nasal powders comprising MD microspheres and inert carrier, and
enabled selection of the most promissing ones for in vivo experiments of their interactions with the nasal

mucosa.
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