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IZVESTAJ

A. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija kandidata diplomiranog facmda Artelke Kovaevi¢ pod
nazivom: lipidne nanocestice stabilizovane nejonskim polihidroksilnim sufaktantima:
postupak dobijanja, karakterizacija, stabilnost i inkorporiranje lekovite supstance,
napisana je na 215 strana i sadrzi osam poglaWdjad, Opsti deo, Cilj istrazivanja,
Eksperimentalni deo, Rezultati i diskusija, Zakdk, Literatura i Priloge. Na getku
disertacije prilozen je rezime na srpskom i engbeskeziku.

Doktorska disertacija napisana je jasnim i pregiedstiiom i sadrzi 102 grafka
prikaza (24 u opStem delu, 1 u eksperimentalnom dél7 u rezultatima i diskusiji), 31
tabelu (6 u opStem delu, 7 u eksperimentalnom ddl@ u rezultatima i diskusiji) i 301
literaturni navod koji se &e razmatrane problematike.

OPSTI DEO obuhvataetiri odeljka:Lipidne nandestice kao potencijalni nogaza
lokalnu primenu lekovitih supstanciMetode za karakterizaciju lipidnih nat®stica,;
Surfaktanti i njihova uloga u formulaciji lipidnihana’esticg Takrolimus kao model lekovita
supstancakoji su podeljeni na ukupno 16 pododeljaka. Swalgljak sadrzi informacije koje
su od zn&aja za predmet préavanja doktorske disertacije. fvom odeljky izdvojene su
najzn&ajnije informacije o lipidnim nan@sticama kao potencijalnim négaa za lokalnu
primenu lekovitih i kozmetki aktivnih supstanci. U okviru ovog odeljka dagadefinicija, i
navedene su najzéanije osobine lipidnih narkestica, opisan je postupak dobijanja ovih
nos@&a, zatim postupak inkorporiranja i osldbaja aktivhe supstance iz lipidnih
nanaestica.

U drugom odeljkwopisane su metode za karakterizaciju lipidnih gestica i teorijski
aspekti ovih metod&iije poznavanje je od posebnog Za@ za razumevanje i tuenje
rezultata doktorske disertacije. U ovom poglavitaknuti su vaznost i zta metoda za
odreiivanje sposobnosti kvaSenjarrstog lipida ténim lipidom, metoda za odievanje
velicine c¢estica i distribucije ¢estica po vetini, mikroskopskih metoda, metoda za
karakterizaciju strukture lipidnih nadestica, kao i zn@j metoda za ispitivanje povrsinskih
karakteristika i morfologije lipidnih nagestica i metoda zan vitro ispitivanje brzine
oslobatanja lekovite supstance iz polwstih preparata za primenu na kozi. U okviru ovog
poglavlja prikazana je dosadaSnja pré&kdi primena pomenutih metoda u oblasti razvoja i
karakterizacije formulacija lipidnih nadestica, na osnovu dostupnih podataka iz relevantne
literature. S obzirom na postogpodatke i nedostatak literature koja se bavilproatikom
novijih surfaktanata u formulaciji lipidnih naéestica, kandidat iznosi pretpostavku da bi
goniometrijska merenja (merenja kontaktnog wugla) gikao imati vei zna&aj u
preformulacionim studijama (pre svega u selekaijgavarajéih surfaktanata/stabilizatora
lipidnih nan@estica), kao i da bi bilo interesantno ispitati tpgeje eventualnih korelacija
izmenju kontaktnog ugla surfaktanata &astoj lipidnoj fazi i fizicko-hemijskih osobina
surfaktanata sa jedne strane i &iek lipidnih cestica, tj. fizéke stabilnosticestica sa druge
strane.

Tredi odeljak posvéen je surfaktantima/stabilizatorima i njihovoj ulazformulaciji
lipidnih nan@estica. U okviru ovog poglavlja opisana su osnovazmatranja prilikom
izbora surfaktanata/stabilizatora lipidnih naestica, a takde i mehanizmi kojima se u
literaturi opisuje stabilizacija lipidnih nadestica. U nastavku je dat prikaz nejonskih
surfaktanata/stabilizatora, koji se koriste u folaeyi lipidnih nan@estica. U okviru ovog
odeljka prikazani su navodi koji upuju na mogtnost primene nove generacije nejonskih



polihidroksilnih surfaktanata, u razvoju formulacljpidnih nandestica za primenu na kozi.
Na osnovu literaturnih navoda, kandidatdstpodatak da polihidroksilni surfaktanti poseduju
povoljne tehnoloske, dermatolosSke i ekoloSke osmbibogcega se prepotuje njihova
primena u formulaciji farmaceutskih i kozmidih preparata za primenu na koZzi. &ém, i
pored svih prethodno navedenih prednosti, kandigdice da je funkcionalnost
polihidroksilnih surfaktanata u stabilizaciji lipith nan@estica nedovoljno okarakterisana u
dosadasnjim istrazivanjima.

Cetvrti odeljak posvéen je takrolimusu kao novijoj model lekovitoj sugusti u
formulaciji lipidnih nan@estica. Uz detaljan pregled post@ea dostupne literature, kandidat
je predstavio fiziko-hemijske osobine, farmakoloski profil, mehanizaefovanja i upotrebu
takrolimusa. Detaljnim pregledom literature pruzgenuvid u brojne prednosti ove nove
model lekovite supstance koja je je odobrena aahstiEvropske agencije za lekove (eng.
European Medicines Agency, EMAAmericke uprave za hranu i lekove (erfgpod and
Drug Administration, FDAu leenju atopijskog dermatitisa kod dece, starije agbdine i
odraslih  pacijenata. U nastavku kandidat se osvrnu@a probleme sa
takrolimusom/formulacijom sa takrolimusom za primema kozi, koja se nalazi na trzistu.
Pruzen je uvid u brojne prednosti koloidnih lipldnhanonosé&é u povetanju obima i
penetracije takrolimusa iz u/kroz kozu, a komparegistudijgpokazale su da ovi naganogu biti
superiorniji u poréenju sa formulacijom koja se nalazi na trzidWedutim, i pored svih
prethodno navedenih prednosti, kandidatéspodatak da potencijal lipidnih natestica kao
nosg&a za dermalnu isporuku takrolimusa, kao i opravdanprimene nejonskih
polihidroksilnih surfakatanata u stabilizaciji oviles&a do danas nisu istrazeni. Na tafina
ukazuje se na zNaj detaljnijeg ispitivanja funkcionalnosti nejoniskipolihidroksilnih
surfaktanata u stabilizaciji koloidnih nd@satipa lipidnih nandestica sa ciljiem uwenja
jednog novog koncepta u razvoju formulacija lipldniang@estica koje se mogu primenjivati
na kozu, zahugnoj atopijskim dermatitisom.

Sveukupan CILJ RADA bio je formulacija lipidnih nano ¢estica stabilizovanih
nejonskim polihidroksilnim surfaktantima, sveobuhvatna karakterizacija dobijenih
nosaa, ispitivanje fizicke stabilnosti i mogwnosti inkorporiranja lekovite supstance.

Ovaj cilj ostvaren je kroz tri jasno definisanedaz

Cilj prve fazebio je formulacija vodenih disperzigarstih lipidnih nandestica stabilizovanih
nejonskim polihidroksilnim surfaktantima, karak#acija dobijenih nosa i ispitivanje

fizicke stabilnosti. U okviru ove faze sistematski spitigao uticaj hemijske strukture
surfaktanata na fizko-hemijske osobiné€estica, tj. sposobnost kvaSenja povrsiestica

surfaktantom, vetinu ¢estica i distribucijucestica po vedini, zeta potencijal i stepen
kristaliniteta lipidnig matriksa.

Cilj druge fazebio je formulacija vodenih disperzija nanostruktamnih lipidnih nos&a
stabilizovanih polihidroksilnim surfaktantima, k&tarizacija dobijenih nosa i ispitivanje
fizicke stabilnosti. U okviru ove faze sistematski gatigao uticaj rastteg udela ténog
lipida (ulja) i hemijske strukture surfaktanatafizacko-hemijske osobing&estica, tj. veliinu
cetica i distribucijucestica po vediini, zeta potencijal i stepen kristalinitetestica.

Cilj trece fazeistrazivanja, bio je formulacija lipidnih naestica sa takrolimusom, kao
izabranom model lekovitom supstancom, dka-hemijska i biofarmaceutska karakterizacija
dobijenih noséa i ispitivanje fiztke stabilnosti. Vazan korak u tom pravcu predssdelje
selekcija i karakterizaciju odgovarajb lipida koji su se koristili kao lipidni matrik&estica,
sa ciljem postizanja visokog stepena inkapsulalgjeovite supstance, kao i ispitivanje
moguenosti primene polihidroksilnih surfaktanata u slizbciji ovih nos&a.



EKSPERIMENTALNI DEO obuhvataviaterijale u kome su navedene supstance koje su
koris¢ene u eksperimentalnom radMétode,gde suwpisani postupci dobijanja i metode
karakterizacije placebo formulacija lipidnih ngeetica i lipidnih nangestica sa lekovitom
supstancom.

Eksperimentalni rad odvijao se u tri faze.

U prvoj fazi eksperimentalnog radsspitivana je mogénost primene polihidroksilnih
surfaktanata, sa b&no razltitom hemijskom strukturom, u formiranju i stabil@ja ¢vrstih
lipidnih nan@estica. Prva faza zapeta je selekcijom surfaktanata, a potom nastavljena
optimizacijom procesnih parametara za dobijanje emitd disperzija ¢vrstih lipidnih
nana@estica tehnikom homogenizacije pod visokim pritisko Selekcija surfaktanata
izvedena je na osnovu goniometrijskih merenja (mere&kontaktnog ugla), dok su za
optimizaciju procesnih parametara za dobijamestih lipidnih nandestica korigene tehnike
foton korelacione spektroskopije, laserske difrgkai mikroskopska analiza. Mog@oost
primene polihidroksilnin surfaktanata u obrazovaniju stabilizaciji ¢vrstih lipidnih
nana@estica ispitivana je kroz serijju od dvanaest foauiih, u kojima se odrzavao
konstantan odnosgvrstog lipida i surfaktanta. U nastavku ove fazaosedena je studija
kratkora@ne fizicke stabilnosti nos@a pri razlEitim temperaturamauvanja, kao i studija
dugora@ne fizicke stabilnosti na sobnoj temperaturi uz primenuniteh foton korelacione
spektroskopije, laserske difrakcije i mikroskopskealize. U okviru ove faze izvrSena su
merenja elektrokinetkog (zeta) potencijalaestica, sa cillem dobijanja informacija o
mehanizmu stabilizacijéestica polihidroksilnim surfaktantima. MorfoloSkarkkterizacija
¢vrstih lipidnih nandestica, izvedena je tehnikom skenitguelektronske mikroskopije. U
okviru ove faze izvrSena je i strukturna karaktaeipa ¢vrstih lipidnih nandestica, odnosno
odralivanje stepena (indeksa) kristaliniteta lipidnogtmkaacestica, tehnikom diferencijalne
skenirajuée kalorimetrije. Paralelno sa ovim ispitivanjemyadena je i karakterizacija lipida
u ,,bulk’ stanju pomenutom termalnom tehnikom.

Druga faza eksperimentalnog raaduhvatila je ispitivanje uticaja ragliog udela ténog
lipida (ulja) kao i ispitivanje uticaja hemijskerwgture polihidroksilnih surfaktanata na
obrazovanje i stabilizaciji vodenih disperzija natmokturiranih lipidnih nos&. Za dobijanje
pomenutih formulacija, kao i u prvoj fazi koristitee tehnika homogenizacije pod visokim
pritiskom. Karakterizacija dobijenih formulacija izvedena jok odrelivanje veltine ¢estica,
distribucijecestica po vedini, mikroskopskom analizom, odteanjemelektrokinetékog (zeta)
potencijala i stepena (indeksa) kristalinitgestica. Ispitivanje uticaja udelacteg lipida
(ulja) i hemijske strukture surfaktanata u obrazgwai stabilizaciji nanostrukturiranih
lipidnih nos&a ispitivana je kroz seriju od osamnaest formutacy kojima se odrzavao
konstantan odnos izrde smesSe&vrstog i t€nog lipida koja se koristila kao lipidni matriks
cestica i surfaktanta. Ova faza imala je za ciljgermi mogtnosti upotrebe nejonskih
polihidroksilnih surfaktanata u stabilizaciji natsturiranih lipidnih nos&a sa rasitim
udelom ténog lipida (ulja) u lipidnom matriksu, sa ciljemzkeja ,tailor-madé€ lipidnih
nanonoséa koji bi se koristiti za inkapsulaciju lekovititkozmetéki aktivnih supstanci.

U okviru trece faze eksperimentalnog radazvijene su konme formulacije lipidnih
nana@estica sa polihidroksilnim surfaktantima, koje i leoristile kao nosa za model
lekovitu supstancu, takrolimus. U ovoj fazi ispiége mogdnost primene teorijskog pristupa
u selekciji odgovaraijtih lipida koji su se koristili kao matriks lipidnihan@estica kojim se
postize visok stepen inkapsulacije n&sdekovitom suptancom. Pored toga, izvedena je
opsezna fiziko-hemijska karakterizacija izabranih lipida i peo@ potencijalnih interakcija
izmedu lipida i model lekovite supstance. Procenom c¢kei stabilnosti pripremljenih
formulacija (kroz préenje veléine ¢estica, distribucije€estica po vedini, zeta potencijala i



kroz primenu mikroskopske analize) ispitan je poi@hizabranog surfaktanta u stabilizaciji
lipidnih nan@estica sa model lekovitom supstancom. Dodatnojjatodiobaanja uin vitro
uslovima primenjena je u ispitivanju idenih formulacija lipidnih nangestica i
nanoemulzije (kao poredbene formulacije). Poredtota osnovu rezultata ove faze rada
procenjivalo se da li se varijacijama u sastavidifipg matriksa nanono&a moze uticati na
profile oslobd@anje model lekovite supstance, odnosno koji uztrade mogao koristiti kao
funkcionalni nosa&u preparatima za primenu na kozu z&leva atopijskim dermatitisom.

Dobijeni rezultati prikazani su u deREZULTATI | DISKUSIJA na 99 stranica teksta,
kroz 77 graiftkih prikaza i 18 tabela, kroz slefieodeljke:Prva faza eksperimentalnog rada
(prikazani su rezultati merenja kontaktnog uglan{gmetrijska merenja), pripreme vodenih
disperzijac¢vrstih lipidnih nandestica sa polihidroksilnim surfaktantima, ispitiyarizicke
stabilnosti pripremljenih disperzija kroz kratkonu studiju fizéke stabilnosti (pri raztitim
temperaturamaiuvanja) i dugorénu studiju fiztke stabilnosti (na sobnoj temperaturi),
ispitivanja povrsinskog naelektrisanja, morfologijstrukturecvrstih lipidnih nandestica);
Druga faza eksperimentalnog ra@iarikazani su rezultati karakterizacije lipida risktanata

u ,bulk’ stanju uz primenu termalne analize, priprema @ligipa nanostrukturiranih lipidnih
nos@&a stabilizovanih polihidroksilnim surfaktantima, adime veltine cestica i fiztke
stabilnosti nos&a, ispitivanje povrsinskog naelektrisanja i strukRtukarakterizacija nosa);
Treca faza eksperimentalnog radarikazani su rezultati selekcije i karakterizadipgda koji
su se koristili kao lipidni matriks natestica, izrdunavanje parametara rastvorljivosti i
analiza podataka uz primenu teorijskog pristupealkarizacijacvrstih lipida i smesgvrstih
lipida sa model lekovitom supstancom uz primenm#dne analize i difrakcije X-zraka pod
Sirokim uglom, formulacija lipidnih nanonasa sa lekovitom supstancom, karakterizacija
lipidnih nanonosé&a sa lekovitom supstanconm vitro ispitivanje brzine osloldanje
supstance iz lipidnih nanondsai primena matema&kih modela u proceni profila brzine
oslobatanja). Za odreivanje procenta osloldene lekovite supstangarimenjena je tna
hromatografija pod visokim pritiskom.

Paralelno sa prikazanim rezultatima, kandidatpedzdetaljnu analiza i turdenje dobijenih
rezultata, shodno postavljenim ciljevima, uzinéajwobzir i raspolozive literaturne podatke.

Na kraju doktorske disertacije datZdKLJU CAK, izveden na osnovu dobijenih rezultata
istrazivanja i njihove analize.

U poglavljuLITERATURA navedena je 301 referenca citirana harvardskimnstil

B. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

Rezultati doktorske disertacije podeljeni su wcéiline, shodno postavljenim ciljevima.

U okviru prvog dela prikazani su rezultati merekgataktnog ugla, koji pruzaju korisne
informacije o sposobnosti kvaSenfarstog lipida rastvorom surfaktanta, tj. indirektno
ukazuju na afinitet surfaktanta za povrsSikestice. Ovako dobijeni podaci kai@&i su za
dalji razvoj disperzijacvrstih lipidnih nandestica, primenom metode homogenizacije pod
visokim pritiskom. Metod homogenizacije pod visokpntiskom omogudio je smanjenje
velicine ¢estica i suzavanje distribucifgestica po vetiini. Na osnovu prethodno dobijenih
rezultata postavljeni su optimalni procesni paraimet pripremu disperzijévrstih lipidnih
nanaestica.

Sveobuhvatna karakterizacijévrstih lipidnih nandestica tehnikama foton korelacione
spektroskopije, laserske difrakcije i mikroskopskanalizom u prvoj fazi pruzila je korisne
informacije o funkcionalnosti polihidroksilnih saKtanata u formulaciji ovih no&a.



Pokazano je da su surfaktanti, koji imaju afinizet povrSinucestica i veliku difuzionu
brzinu na novostvorene povrSine, efikasni stalitidacvrstih lipidnih ¢estica. Posebna
paznja bila je posvena ispitivanju uticaja hemijske strukture surfaktia na karakteristike
¢vrstih lipidnih nandestica. Na osnovu dobijenih rezultataceino je da se korg&njem
literaturnih podataka, koji su vezani za hemijskulduru surfaktanata (duzina alkil lanca,
stepen esterifikacije, stepen izomerizacije i HuBdnost), kao i vrednosti kontaktnog ugla
koja se dobija eksperimentalnim putem, u izvesnogrimmoze ograiti obim
eksperimentalnog rada prilikom izbora potencijaltkiindidata iz grupe polihidroksilnih
surfaktanata za stabilizacijtvrstih lipidnih nandestica. Pored toga, &eno je da su
hemijska struktura, odnosno duzina alkil lanca eépen esterifikacije surfaktanata imali
izvestan uticaj na Kkristalizaciono ponaSanje ligfidmana@estica. Usled promena u
kristalizacionom ponaSanjestica doslo je i do izvesnih promena u njihovorarpimskom
naelektrisanju. Uz to, @eno je da je doSlo do smanjenja temperature tgpljestepena
kristaliniteta lipida u hulk’ stanju u odnosu na lipid tvrstim nangesticama. Rezultati
studije fizikke stabilnosti ukazali su da je ka@ehjem niskih koncentracija polihidroksilnih
surfaktanata (1% (m/m)) (sa izuzetkom saharozaaoolita i saharoza polistearata) bilo
mogute uspesno formulisati fizki stabilne disperzij€vrstih lipidnih nandestica prosénog
dijametra u intervalu od 150 do 200 nm, koje swedosale usku i monomodalnu distribuciju
cestica po vedini.

Na osnovu rezultata prve faze, za drugu fazu izebrsu tri surfaktanata koji poseduju
bazino razltitu hemijsku strukturu i ispitana njihova funkcidmast u formulaciji
nanostrukturiranih lipidnih noga sa razliitim udelom té€nog lipida (ulja) u matriksu.
Formulacija ispitivanih sistema zafsta je optimizacijom procesnih parametara za dojaja
nos@&a koja je izvedena na homogenizatoru pod visokiitisgom, a nastavljena kroz
mikroskopsku analizu uzoraka i odireanje veltine ¢estica i distribucije&estica po vedini
tehnikama foton korelacione spektroskopije i ldsedifrakcije.

Rezultati studije fizike stabilnosti ponovo su ukazali gajenicu da su polihidroksilni
surfaktantiu iz raztitih hemijskih grupa upotrebljeni u niskoj konceadiji (1% (m/m))
posedovali dobru funkcionalnost u stabilizacijipliezija nanostrukturiranih lipidnih nasa
Uzimajwi u obzir podatak da se nanostrukturirani lipidos&i razlikuju odcvrstih lipidnih
nana@estica u sastavu lipidnog matriksa,cen je izvestan uticaj ¢aog lipida (ulja) u
matriksu ¢estica na njenu kristalnu strukturu. Prisustvohvi§bncentracija #og lipida u
¢vrstom lipidu u bulk’ stanju dovelo je do smanjenja sposobnosti kiistalje ¢vrstog
lipida. Isti efekat je ugen i kada je lipid iz hulk’ stanja preveden u nanouglhiu, Sto je
potvrdeno kroz rezultate termalne analize. Sem togé&enm je da je temperatura topljenja
nanonizovanog lipidnog matriksa bila znatno ispamigerature topljenja lipidnog materijala
u ,bulk stanju. Pored uticaja ¢aog lipida (ulja), udeno je da je i hemijska struktura
surfaktanata (duzina alkil lanca) imala izvestanajtna vel€inu, povrSinsko naelektrisanje i
stepen kristalinitetaestica.

Rezultati trée faze eksperimentalnog rada pdgre su formulaciji lipidnih nanonoga sa
model aktivnom supstancom i farmaceutsko-tehnojadkofarmaceutskoj karakterizaciji. U
fokusu ovog dela studije bila je selekcija i kaeaktacija lipida koji su se koristili kao lipidni
matriks nanonosa. Odabir lipida sa zadovoljavépm sposobnosti rastvaranja model
supstance izveden je primenom teorijskpgstupa, koji se bazira na iZxanavanju
parametara rastvorljivosti u kombinaciji sa ekspemtalnim pristupom. Nakon analize
dobijenih rezultata, u@no je da postoji dobro slaganje iztuesksperimentalnih rezultata i
izraéunatih parametara rastvorljivosti. Na osnovu prétfmodobijenih rezultata uspesno su
formulisane disperzijedvrstih lipidnih nandestica, nanostrukturiranih lipidnih ndsa i
nanoemulzija (poredbena formulacija) sa model aktin supstancontime je joS jednom



potvrdena mogdnost korigenja polihidroksilnih surfaktanata u formulacijistabilizaciji
razlicitih vrsta lipidnih nanonosa.

U sledéem delu ove faze ekperimentalnog rada sprovedendizjékohemijska i
biofarmaceutska karakterizacija dobijenih n@saZadovoljavajéa fizicka stabilnost svih
ispitivanih formulacija sa model lekovitom supstamc se pripisala visokom afinitetu
surfaktanta za lipidni matriks natestica, i visokim vrednostima elektrokingidg (zeta)
potencijala. Rezultati dobijeni u okvirin vitro ispitivanja brzine osloliEnja model
supstance iz lipidnih nanond@saukazali su generalno na Zapizbora komponenata koje
ulaze u sastav lipidnog matriksa naestica na brzinu oslobianja supstance.

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA SA PODACIMA IZ LITERA TURE

Rezultati dobijeni i predstavljeni u okviru prvezéarada ukazali su r@njenicu da merenje
kontaktnog ugla rastvora surfaktanta na lipiduj &ejkoristi kao matriks lipidnih natestica
pruza korisne informacije prilikom izbora efikasnatabilizatora Sto je u saglasnosti sa
navodimaPardeike i saradnici (2011)Snizenje kontaktnog ugla povezano je sa gavem
disperzibilnosticvrstog lipida u vodenom disperzionom medijuRarfitt, 1973).U skladu
sa rezultatim prethodnih studijippacher i saradnici, 2001; Mehnert i Mader, 2012
Muchow i saradnici, 2008pokazano je da se uz adekvatan izbor formulacipafametara
topla homogenizacija pod visokim pritiskom moze sataefikasnom metodom za dobijanje
disperzija ¢vrstih lipidnih nandestica, prossog dijametra oko i ispod 200 nm, koje
poseduju usku i monomodalnu distribuatgstica po vedini. Sa povéanjem broja ciklusa
homogenizacije u svim ispitivanim formulacijamaceano je smanjenje veélne cestica do
odralene granice, nakotiega svaki dalji unos energije u sistem nije vodnaiajnijem
smanjenju vetiine ili je ¢ak rezultovao obrazovanjerestica véeg dijametra. Dobijeni
rezultati su u saglasnosti sa navodidahnke (1998)koji ovaj fenomen objasSnjava
dostizanjem tzv. platoa u toku homogenizacije.

Najbolju funkcionalnost u stabilizaci§ivrstih lipidnih nandestica ispoljili su surfaktanti sa
viSim HLB brojem, nizim kontaktnim uglom na lipidmo filmu i manjom molekulskom
masom. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa ta#ola Mehner i Mader (2012prema
kojima ¢e surfaktantima sa manjom molekulskom masom trebanje vremena za
redistribuciju na novostvorene povrSingestica u odnosu na surfaktante sa viSom
molekulskom masom. Poznato je da rastvori surfatedstabilizatora sa nizim kontaktnim
uglom na lipidnom filmu u w@j meri snizavaju m@upovrsinski napon iznae lipidnog
matriksa i vodenog disperzionog medijurrRarfitt, 1973),te se stoga prema misljenju
Pardeike i saradnici (2011pni preporduju kao stabilizatori izbora pri formulacijama
disperzija lipidnih nangestica (tj. nanostrukturiranih lipidnih n@sa.

Nakon 30 dan&uvanja disperzijavrstih lipidnih nandestica na raztitim temperaturama
(5+3°C, 25+2°C, 40+2°C), velina cestica i distribucijatestica po vedtini bili su gotovo
identiéni vrednostima dobijenim neposredno nakon izradeak@ rezultati donekle su
ocekivani, obzirom na navode iz literatur@dderman i Johansson, 199%ema kojima na
poviSenoj temperaturi ne dolazi do dehidratacijéeka polihidroksilnih surfaktanata usled
jakih vodonénih veza izméu hidroksilnih grupa u molekulu ovih surfaktanataode. Sa
druge straneYadav i saradnici (2013pavode da se upravo sa péamjem temperature
verovatn@éa da dde do agregacijéestica povéava.Pardeike i Muller (2010)akaie navode
da povetanje temperature vodi ka smanjenju dingeag viskoziteta odnosno posemniju
difuzione konstante Sto moze da péwveerovatnéu kontakta izméu cestica i da dovede do
agregacije u sistemu.



Tokom 180 dana&uvanja uzoraka na sobnoj temperaturi doslo je deedamja velEine
¢estica u formulacijama u kojima su vrednosti in@deksstalizacije bile visokezur Mihlen,
(1996)je zapazila da usled sudaestica i delimine destrukcije filma surfaktanta, dolazi do
.premogavanja” cestica tj. obrazovanja ¥ cestica, Sto vodi povanju indeksa
kristalizacije i nestabilnosti sistema.

Zeta potencijal kao odraz visine Nernstovog pofateci(povrsinski potencijalfestica i
dodatnih naelektrisanja kreiranih od strane adsa@bid jona ili molekula stabilizatora ili
surfaktanta u Stern-ovom sloju, menjao se sa promehemijske strukture surfaktanata.
Treba naglasiti da ne postoji veliki broj radovgilse bavi pordenjem hemijske strukture
surfaktanata i zeta potencijala. d¢me razlike u vrednostima zeta potencijala u ovadur
zavisile su od duzine i broja alkil lanaca upofy@idg surfaktanta, i objasnile su se
razlicitom interakcijom surfaktanata i lipida, tj. ragtom organizacijom molekula
surfaktanata na povrSini lipidnih nafestica.

U prisustvu surfaktanata sa &im alkil lancem u strukturi, koji se dobro rastara vodi
uocene su najviSe razlike u vrednostima zeta potdacijavodi u odnosu na originalni
disperzioni mediujm. Prema miSljenjMishra i saradnici (2009)prilikom razblaZzenja
originalne disperzije nanokristala sa vodom moz& do desorpcije surfaktanta sa povrSine
Cestica, a verovatga desorpcije surfaktanata se péasea sa pov&njem rastvorljivosti
surfaktanta u vodi. Slan princip, moze se ¢ge vazi i kod lipidnih naneestica.

Vrednosti zeta potencijala u svim ispitivanim folaeijama bile su iznad -30 mV, Sto
shodno literaturnim navodim@Muller, 1996) odgova vrednostima potrebnim za postizanje
zadovoljavajde fizicke stabilnosti. Méutim, nasuprot ovom podatku i pored visokih
vrednosti zeta potencijala u formulacijama kojersadpoliestre saharoze nije ispoljena
zadovoljavajda fizicka stabilnost. Prema literaturnim navodirfdMcClements, 2012)eta
potencijal se ne moze smatrati jedinim pokazateljantke stabilnosti lipidnih nan@stica,
zbog toga Sto promene u lipidnoj modifikaciji mogdpvesti do promena u oblikiestica (pr.

iz sfernog u Stapasti), Sto posledno moze da dovede do nestabilnosti sistema.

Rezultati dobijeni i predstavljeni u okviru drugazé rada ukazali su ponovo na dobru
funkcionalnost polihidroksilnin surfaktanata u nimekkoncentracijama (1% (m/m)) u toku
formiranja nanostrukturiranih lipidnih nasa sa rasttim udelom ténog lipida (ulja) u
lipidnom matriksu. Ovakvi rezultati nisu u saglasticea nalazimdas i saradnici (2014)
koji navode da generalno u formulaciji lipidnih waestica pripremljenih sa niskim
koncentracijama surfaktanata dolazi do obrazovagjagata tokonduvanja uzoraka, usled
nedovoljno odbojnih sila, potrebnih da sfEeriviatenja izmeéu cestica.

Cestice nesto \eg dijametra dobijene su u formulacijama nanostmirienih lipidnih nossa

u odnosu navrste lipidne nangestice. U studiji koju su izvellores i saradnici (2004)
takaie je u@eno izvesno povanje veltine ¢estica u formulacijama nanostrukturiranih
lipidnih nos&a u odnosu névrste lipidne nangestice.

Nakon c¢uvanja uzoraka na sobnoj temperaturi tokom 180 dandormulacijama
stabilizovanim surfaktantima sa duzim alkil lancea povéanjem udela @nog lipida u
lipidnom matriksu iznad 30% (m/m), &ni su znaci nestabilnosti. Eeno promene u
fizickoj stabilnosti u zavisnosti od udelaneg lipida (ulja) u matriksunogu se delindno
dovesti u korelaciju saa prethodno opisanim rezultatirhia i saradnika (2007)odnosno sa
iskljucenjem ténog lipida (ulja) iz lipidnog matriks&estica koji moze da dovede do
destabilizacije sistema. Matim, nasuprot ovim nalazima, u svim formulacijama
nanostrukturiranih lipidnih noga stabilizovanih surfaktantom sa kratkim alkil lant nisu
uoceni znaci fizéke nestabilnosti nezavisno od udelkénteg lipida (ulja) u matriksu.
Elektrokinetiki (zeta) potencijal u formulacijama nanostruktamih lipidnih noséa je nesto
viSi u odnosu na formulacijévrstih lipidnih nandestica, verovatno usled promena u
povrSinskim karakteristikaméestica sa dodatkomdeog lipida (ulja). Sa povanjem udela



tecnog lipida u lipidnom matriks@estica udava se da dolazi do neznatnog pi@arga u
vrednostima zeta potencijala. @&li rezultati opisani su u prethodnoj studiji, kgu izveli
Teeranachaidekul i saradnici ( 2007).

Rezultati termalne analize ukazali su na sniZzesjeperature toljenja i entalpije topljenja u
formulacijama nanostrukturiranih lipidnih n@ésa u pordenju sa ¢vrstim lipidnim
nana@esticama. Ovakav rezultat u saglasnosti je saiwelilrojem radova u ovoj oblasti i
objasSnjava se dodatkonmcteng lipida ucvrsti lipidnih matriks, Sto vodi snizenju tempenatu
topljenja i entalpije topljenja lipida ubylK’ stanju i u nanodimenzijama. Razlike u obliku
DSC krivih koje su dobijene nakon termalne analinkazale su n&injenicu da tip
surfaktanta u velikoj meri W& na unutrasnju strukturtvrstih lipidnih nandestica. Skni
rezultati dobijeni su u studijama koje su izvAlvad i Sato (2001; 20020ji su takae
ukazali n&injenicu da u u/v emulzijama koje sadrze emulgasareugim zagenim lancima
masnih kiselina, povana krsitalizaciona tendencija dispergovane fazensge dovesti u
vezu sa formiranjem templata emulgatora u kapljeatya.

Dalja ispitivanja mogénosti inkorporiranja aktivne supstance (takrolimudjpidne
nana@estice i nanoemulzije, kao i ispitivanje funkciamadti polihidroksilnih surfaktanata u
stabilizaciji ovih nosé&a pruzila su interesantne podatke koji do sadaapssani u literaturi.
Teorijski pristup koji se bazira na izl@anavanju parametara rastvorljivosti u kombinaaji s
eksperimentalnim pristupom pruzio je zadovoljagajiorelaciju. Do sada u oblasti lipidnih
nana@estica, za odvanje rastvorljivosti lekovite supstance u lipidniekscipijensima u
cilju selekcije adekvatnog lipidnog matriksa uznpenu ovog pristupa ima veoma malo
publikovanih rezultata. Dobra korelacija izéoe eksperimentalno odiene rastvorljivosti
model supstance u lipidnim ekscipijensima i te&rijgracunatih parametara rastvorljivosti
zabeleZena je u radovima koje su iz\li saradnici (2006) Shah i saradnici (2013)
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E. ZAKLJU CAK - OBRAZLOZENJE NAU CNOG DOPRINOSA DISERTACIJE

Predmet protavanja doktorske disertacije bio je ispitivanje mogsti primene
polihidroksilnih surfaktanata u formulaciji lipidminand@estica i farmaceutsko-tehnoloSka
karakterizacija dobijenih no&a sa aspekta potencijalne primene kao ¢wsza model
lekovitu supstancu (takrolimus).

Utvrdeno je da su uspesno formulisane vodene dispdiiimin nan@estica {vrste
lipidne nandgestice i nanostrukturirani lipidni naSa stabilizovane polihidroksilnim
surfaktantima raztite hemijske strukture u koncentracijama nizim otidentracija u kojima
se koriste konvencionalni polietoksilovani surfaitta Razlike u karakteristikama
upotrebljenih surfaktanata (u prvom redu HLB brbgmijska struktura tj. duzina alkil lanca)
imali su uticaj na karakteristike i fidiu stabilnost nosia.

Ispitivanje fizicke stabilnosti lipidnih nari@stica u vremenskom periodu od 30 dana
pri razli¢itim temperaturamauvanja pokazalo je da su promene u dmeiii distribuciji
cestica po vetini bile zanemarljive, Sto je vazan rezultat sae&tp budde primene
pomenutih nos& u razvoju finalnih formulacija za primenu na kddje sadrze lipidne
nana@estice. Na osnovu analize fike stabilnosti lipidnih nan®@stica u vremenskom
periodu od 180 dana pokazano je da su prvenstwiikeg u karakteristikama surfaktanata
bile odgovorne za promene u fikoj stabilnosti noss.

Analiza povrSinskog potencijaléestica izvrSena je merenjem zeta potencijala, na
osnovucega je pokazano da su i elektrostati sterni mehanizmi istovremeno ukigeni u
stabilizacijucestica, kao i da je sterna stabilizacija dominamteahanizam. Elektrostékia
stabilizacija se ostvaruje preko formiranja elektog dvostrukog sloja, koji je san onom
kod jonskih surfaktanata, a nastaje usled pteaiga potencijalno negativno naelektrisanih
hidroksilnih jona. Ipak kako su polihidroksilni $aktanti nejonski stabilizatori, usled
adsorpcije surfaktanta okoestica formira se sterna barijera, koja ometa af@rje i
agregacijuestica i posledno povéava stabilnost sistema.

Termalnom analizom ispitivana je struktura lipidnogtriksa u,bulk” stanju i u
lipidnim nan@esticama, kao i uticaj hemijske strukture surfattama indeks kristalizacije
Cestica. Pokazano je da u svim formulacijama dothzismanjenja indeksa kristalizacije
lipida u nandesticama u odnosu na lipid Wwulk” stanju, kao i da postoji dobro slaganje
izmedu hemijske strukture (tj. duzine alkil lanca suttaiata) i indeksa kristalizacije lipidnog
matriksacestica.

Uoceno je dobro slaganje eksperimentalno deine rastvorljivosti model lekovite
supstance (takrolimus) u lipidnom matriksu i teskijizratunatih parametara rastvorljivosti..
Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja brzinelobaianja takrolimusa iz lipidnih
nanaestica i nanoemulzije (poredbena formulacija) pekazje da postoji moguaost
postizanja i trenutnog i usporenog oskidda leka iz lipidnih nanono&a, promenom
sastava lipidnog matriksa, tj. dodatkom r&sh koli¢ina t&nog lipida (ulja),cime se otvara
mogunost razvoja panela nanontaaa Zeljenim profilima oslobdanja lekovite supstance.
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F. PREDLOG KOMISIJE ZA OCENU ZAVRSENE DOKTORSKE DIS ERTACIJE

Uvidom u rezultate zavrSene disertacije, mozZe sstabovati da je kandidat uspeSno ostvario
postavljene ciljeve, Sto je potkreplieno objavljiyjem rezultata disertacije u tri rada u
relevantnim méunarodniméasopisima lfiternational Journal of Pharmaceutics i Colloids
and Surfaces A: Physicochemical and Engineeringeétgp

Na osnovu svega izlozenog moze se zakljua je kandidat ispunio ciljeve postavljene u
okviru doktorske disertacije pod nazivorhipidne nanoc¢estice stabilizovane nejonskim
polihidroksilnim surfaktantima: postupak dobijanja, karakterizacija, stabilnost i
inkorporiranje lekovite supstance”, te predlazemo Nastavno-iaom ve&u Farmaceutskog
fakulteta da prihvati l1zvesStaj i omogkandidatu dipl. farm. Adelki Kovacevi¢c da pristupi
odbrani doktorske disertacije.
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