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IZVvOD

Preparati sa produzenim oslobadanjem su poslednjih godina posebno
aktuelni jer omogucavaju vecu terapijsku efikasnost, smanjuju pojavu
nezeljenih efekata i omogucavaju ciljano delovanje. Posebno su
poslednjih godina interesantni konjugati hijaluronske kiseline i
citostatika, a jedan od njih je i taksol, koji pored mnogobrojnih
terapijskih indikacija ispoljava 1 niz nezeljenih efekata. Cilj
konjugovanja taksola sa hijaluronskom kiselinom je smanjenje
toksi¢nosti na zdravim i povecanje selektivnosti na tumorskim
¢elijama. Hijaluronska kiselina se moze primenjivati u razli¢itim
farmaceutskim preparatima, pa i u parenteralnim, jer ima niz prednosti
kao Sto su biokompatibilnost i biodegradibilnost. Spada u in situ
gelirajuce sisteme koji se podvrgavaju faznom prelazu u odgovoru na
spoljne stimulanse kao §to su temperatura, pH ili prisustvo jona, ¢ime
se omogucava produzeno dejstvo lekovite supstance. Mnoge tumorske
¢elije pokazuju ekspresiju velikog broja receptora za hijaluronsku
kiselinu, pa ona ima veliki afinitet za tumorske Ccelije.
Inkorporiranjem taksola u geliraju¢i sistem sa hijaluronskom
kiselinom omogucava se postepeno oslobadanje leka, povecanje
antikancerskog delovanja, smanjuje se oSteCenje zdravih celija i
povecava selektivnost leka.

Kljucne reci: taksol, hijaluronska kiselina, in situ sistem, produzeno delovanje.
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UvOD

Makromolekuli kao DDS (Drug delivery sistems) su predloZeni u literaturi
kao potencijalna sredstva koja bi potencijalno omogucila savladavanje rezistencije
leka, poboljsanje terapijske efikasnosti i spre¢avanje tolerancije. DDS sistemi ne
samo da smanjuju ucestalost aplikacije leka, nezeljene efekte, ve¢ poboljsavaju i
komfor pacijenta prilikom primene lekovitog sredstva. Posebno su poslednjih
godina interesantni konjugati hijaluronske kiseline i hemoterapijskih lekova,
odnosno citostatika, lekova koji se koriste u tretmanu kancerogenih oboljenja.
Jedno od aktuelnih ispitivanja je konjugacija hijalurona sa raznim antitumorskim
sredstvima, a posebno je interesantna konjugacija sa taksolom (Paclitaxel®) [1].

Taksol je citostatik iz grupe biljnih derivata poznatih pod nazivom-taksani.
Svoje dejstvo ostvaruje delujuéi na mikrotubule, tako $to ih stabilizuje, ,,zamrzava“
u polimerizovanom stanju i sprecava nekontrolisanu proliferacijucelija kancera.
Glavna indikacija za primenu je karcinom dojke, dok u kombinaciji sa drugim
lekom, karboplatinom (alkilujuéi agens), predstavlja terapiju izbora za karcinom
ovarijjuma. NeZeljena dejstva mogu biti ozbiljna i ukljucuju mijelosupresiju i
kumulativnu neurotoksi¢nost. Moguca je pojava preosetljivosti i retencije tecnosti
koja se manifestuje edemom nogu [1-3].

Taksol je terpenski alakaloid koji se dobija iz dve vrste roda Taxus, Taxus
baccata poznata pod nazivom evropska tisa ili Taxus brevifolia, zapadno pacificka
tisa, familija Taxaceae. Tisa se javalja u obliku niskog drveta ili Zbuna, a moze
izrasti i do 10 m. Listovi su u obliku mekih, na vrhu zasiljenih ¢etina, 2-3cm dugih.
Tamno zelene su boje, spiralno rasporedeni, ravnog oboda. Plodovi su vrlo
karakteristicne koStunice sa so¢nim crvenim arilusom. Pacificka tisa raste po
Sumama istocnog dela severnoamerickog kontinenta. Kod nas se sporadi¢no javlja
Taxus baccata, inaCe prisutna u Sumama srednje Evrope. Veoma je rasprostranjena
kao hortikulturna, parkovska vrsta. Za ekstrakciju sastojaka koriste se svi delovi
biljaka (kora, grancice, listovi, mladi izdanci). Ipak najcesce se koristi kora i to
pacificke tise. Kora se skida u periodu od maja do avgusta. Najkvalitetnija droga se
dobija sa stabala koja su stara 100 godina [4].

Taksol je najpoznatiji i prvi koriS¢en prirodni lek protiv raka [2]. Voden
istorijskom pricom da je kralj Gala, Kativolkus, izvrSio samoubistvo ispijanjem
caja od liS¢a evropske tise, botanicar Arthur S. Barclay je 1962. godine sakupio
uzorke ove biljke, smatrajuci da sadrzi citotoksicna jedinjenja. Sirovi ekstrakti kore
tise, analizirani u Research Triangle Institute (Karolina, SAD), pokazali su
neobicno Sirok spektar citotoksicne aktivnosti protiv celija leukemije i brojnih
¢elija raka. U periodu od 1960-1981. godine, taksol je izmedu 110.000 jedinjenja iz
35.000 biljaka pokazivao najbolju aktivnost [2]. Medutim, njegova upotreba nije
odmabh otpocela, jer je veliki problem predstavljala niska rastvorljivost taksola, kao
i veoma skup proces izolovanja. Masovna seca Suma Taxus brevifolia dovela je do
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promena u odredenim ekosistemima. 1994. godine izvrSena je totalna sinteza
taksola. Mada je do danas objavljeno Sest totalnih sinteza taksola, one su
ekonomski neisplative, pa se taksol danas proizvodi polusintetskim putem [5].
Pored niza citotoksi¢nih efekata na celije raka, taksol ispoljava i niz nezeljenih
efekata na zdrave celije. Cilj konjugovanja taksola sa hijaluronskom kiselinom kao
nosacem je smanjenje toksi¢nosti na okolnim tkivima i povecanje selektivnosti na
tumorskim ¢elijama [6].

Karakteristike hijaluronske Kiseline

Sinonimi: Hyaluronic acid, Hyaluronate, Hyaluronic acid sodium salt, Sodium
hyaluronate

Hemijski naziv: (1—3)-O-(2-Acetamid-2-deoksi-B-D-glukopiranozill)-(1—4)-O-
B-D-glukopiranosiduronan

Molekulska formula: (C4H,NOy)),
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Slika 1. Strukturna formula hijaluronske kiseline
Figure 1. The structural formula of hyaluronic acid

Hijaluronska kiselina je razgranat polisaharid velike molekulske mase
sastavljen naizmeni¢no od D-glukuronske kiseline i N-acetilglukozamina. To je
makromolekul koji moze sadrzati i do 25.000 disaharidnih jedinica u lancu.
Polimeri hijalurona mogu biti veli¢ine od 5000 do 20000 Da u in vivo uslovima.
Dobija se ekstrakcijom iz petlove kreste ili se dobija fermentacijom streptokoka
(Lancefieldova grupa A iC) [3].
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Prisutna je u vezivnom tkivu svih prsljenova u vidu hijaluronata, i u
visokoj koncentraciji nalazi se u kozi, hrskavicama, u pupcanoj vrpci, u staklastom
telu u oku i sinovijalnim te¢nostima [3, 7]. Komponenta je gradivnog dela svake
supstance 1 tkiva koji daju Cvrstinu okolnim celijama. Hijaluronska kiselina se
najceSce nalazi u obliku soli, natrijum-hijaluronata [7]. Danas se pod terminom
hijaluronan podrazumeva i hijaluronska kiselina i natrijum-hijaluronat [3].
Osobine: Beo ili skoro beo, veoma higroskopan prasak ili se nalazi u obliku
vlaknastih agregata. Umereno je rastvorljiv u vodi, praktino nerastvorljiv u
anhidrovanom alkoholu ili acetonu i ostalim organskim rastvarac¢ima. 0.5% rastvor
u vodi ima pH od 5,0-8,5. Cuva se u hermeticki zatvorenim kontejnerima, zasti¢en
od svetlosti i vlage [3, 7].

LDsy (srednja letalna doza): >2400 mg/kg ako se primeni oralno kao natrijum-
hijaluronat kod misa, >4000 mg/kg ako se primeni subkutano, a 1500 mg/kg
intraperitonealno [3].

NeZeljeni efekti: Zabelezeni su izvestaji o pojavi prolaznog porasta o¢nog pritiska
kada se natrijum-hijaluronat primenjuje u oko. Ako se ubrizgava u koleno, moze se
javiti lokalna inflamacija na mestu aplikacije u vidu bola i upale. Javljali su se
povremeni izvestaji o preosetljivosti, i retko anafilaksija [2, 3].

Rastvor soli natrijum-hijaluronata je viskozan i koristi se prilikom hiruskih
zahvata na oku, npr prilikom operacije katarakte. Preko fine kanile se u prednju i
zadnju o¢nu komoru uvodi i omogucava da tkiva tokom operacije budu odvojena i
titi ih od traume [3]. Koristi se i kombinacija natrijum-hijaluronata sa
hipromelozom da se stvori film na oku prilikom hiruskih intervencija i da se spreci
hirusko prijanjanje instrumenata. Koristi se i u tretmanu suvog oka u kombinaciji
sa vestackim suzama, kod operacija katarakte, pri implanataciji intraokularnog
sociva, kod transplatacije roznjace, i terapiji glaukoma.

Natrijum-hijaluronat se moze koristi i za reparaciju lezija oralne sluzokoze.

Hijaluronat se prirodno nalazi u zglobovima, gde deluje kao sredstvo koje
amortizuje pokrete u zglobu, pomazu¢i nesmetane pokrete kolena [2]. Starenjem
koli¢ina sinovijalne tecnosti se smanjuje unutar zglobova pri ¢emu se javlja bol i
smetnje pri obavljanju pokreta [8]. Natrijum-hijaluronat se koristi i za aplikaciju
unutar zglobova u terapiji osteoartritisa kolena. Koristi se takode prilikom
artroskopskih procedura i koristi se kao privremena zamena za sinovijalnu te¢nost.
U patologiji osteoartritisa koncentracija molekula hijaluronske kiseline koja je
prirodno prisutna u sinovijalnoj teCnosti se smanjuje. Jedan pristup u tretmanu
osteoartritisa je suplementacija sinovijalne tecnosti sa zadnje strane kolena sa
hijaluronskom kiselinom ili njenim derivatima. Takve injekcije mogu smanjiti bol
u roku od 1-6 meseci, ali mogu biti pracene kratkorocnim povecanjem upale
kolena. Studije pokazuju da to moze biti efikasna opcija za pacijente koji nisu u
stanju da uzimaju oralno NSAIL ili primaju kortikosteroide, ili koji nisu kandidati
za operaciju zamene zgloba [2]. Hijaluronska kiselina se primenjuje i lokalno radi
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stimulacije zarastanja rana. Pored natrijumove soli takode se koristi i cink-
hijaluronat, mada znatno rede. Hilan polimeri, koji su proizvodi unakrsnog
hemijskog umrezavanja hijaluronske kiseline divinil-sulfonom koriste se na slican
nac¢in kao i sama hijaluronska kiselina u terapiji osteoartritisa i rana. Hilan
polimeri su netoksi¢ni, neinflamatorni, ne ponasaju se kao antigeni i ne izazivaju
reakcije stranog tela u organizmu. Hemijskim umrezavanjem hijaluronske kiseline
povecéava se dodatno molekulska masa i viskoelasti¢ne osobine, §to je najsli¢nije
prirodnoj sinovijalnoj te¢nosti.

Natrijum-hijaluronat postavljen intravezikularno se koristi kao privremena
zamena za glikozaminoglikanski sloj u beSici za terapiju simptomatskog
intersticijalnog artritisa [9-10]. Gel hijaluronske kiseline se moze koristiti i u
tretmanu aknoznih keratoza [2].

Polimer (makromolekul) je sastavljen od velikog broja malih molekula
(strukturnih jedinica) medusobno povezanih kovalentnim vezama. Hijaluronska
kiselina dobijena iz kultura Celija se naknadno hemijski modifikuje i umrezava.
Tokom i nakon bubrenja zadrzava svoj oblik i strukturu. Nerastvorljivost u vodi je
posledica umrezavanja, ali tako umrezena hijaluronska kiselina zadrzava afinitet za
vodu. Kao rezultat umrezavanja pa rastvranja u vodi dobija se transparentni gel
pogodan za intradermalne injekcije. Umrezavanje moze biti hemijsko
(permanentno) ili fizicko. Ako je mreza nastala kovalentnim umrezavanjem onda je
ona hemijski gel, dok se formiranje fizickog gela odvija preko fizicke asocijacije
izmedu polimernih lanaca ili nanocestica. U nekim slu¢ajevima u jednom gelu
mogu koegzistirati i fizicki i hemijski gelovi [9].

Hijaluronska kiselina ima niz prednosti a pre svega biokompatibilnost i to
§to joj proizvodi nakon degradacije nisu toksi¢ni. Hijaluron se polako apsorbije i
rasporeduje sa mesta aplikacije, jer spada u biodegradabilne prirodne polimere.
Degradira se enzimima poznatim pod nazivom hijaluronidaze, $to ga u organizmu
¢ini biodegradabilnom supstancom [2, 9, 10]. Nedostaci su joj slaba mehanicka
svojstva, a ako se dobija iz Zivotinskih organizama moze biti kontaminirana
virusima [9]. Jo$ jedan nedostatak je postupak dobijanja hijaluronske kiseline koji
je zametan i skup. Prema FDA smernicama hijaluronska kiselina spada u nosace
aktivnih supstanci koji se mogu primenjivati u razliitim farmaceutskim
preparatima, pa i u parenteralnim [11]. Hijaluronska kiselina kao nosa¢ aktivne
supstance se moze koristiti kao tzv.klize¢i gel (shear-thinning polymer), male
viskoznosti koji se kao takav direktno aplikuje ili kao in situ gelirajuci sistem.
Viskozni gel hijaluronske kiseline, Ciji se viskozitet smanjuje smicanjem odnosno
prolaskom kroz iglu moze da se ubrizga kroz relativno mali promer igle. Nakon
prestanka delovanja sile ubrizgavanja formira se gel na mestu primene in situ.
Viskoznost hijaluronske kiseline opada sa porastom temperature $to je Cini
pogodnom za injekcionu primenu [12].
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Vrste nosaca lekovite supstance na bazi hijaluronske kiseline
za parenteralnu primenu

Gelovi koji se formiraju in situ predstavljaju novu klasu sistema za
isporuku lekovitih supstanci. Imaju jedinstvenu sposobnost da se podvrgavaju
faznom prelazu kao odgovoru na spoljne stimulanse kao $to su temperatura, pH ili
prisustvo jona, ¢ime se omogucava produzeno dejstvo lekovite supstance. Ovi
gelovi ispoljavaju odli¢nu kompatibilnost sa drugim ekscipijensima, imaju malu
toksicnost i1 visok kapacitet solubilizacije za razlicite lekovite supstance. Ne
izazivaju iritaciju na mestu primene [10, 12].

Bubrenje hidrogelova zavisi od osmotskog pritiska koji je u ravnotezi sa
elasticno$¢u mreze sve dok na mrezu ne deluje neki spoljni stimulans. Bubrenje
prirodnog polimera zavisi od stepena umrezavanja, sadrzaja hidrofilnih grupa,
stepena jonizacije, fleksibilnosti polimernih lanaca. Stepen bubrenja je vazan zbog
primene hidrogelova, koeficijenta difuzije vode kroz hidrogel, optickih i
mehanickih svojstava. Hijaluronska kiselina je polimer osetljiv na spoljne
stimulanse, jer sadrzi komponente koje reaguje na promene u spoljasnjoj sredini.
Pri tome joj se menja bubrenje i otpustanje pri cemu se zadrzava oblik i struktura.
Zbog svoje sposobnosti zadrzavanja vode i drugih sposobnosti, hidrogelovi, pa i
hijaluronska kiselina kao takva predstavljaju jedinstvene biomaterijale koji se
primenjuju u tkivnhom inZenjeringu, kontrolisanom oslobadanju aktivne supstance,
imobilizaciji enzima, kao biosenzor, separaciona membrana, itd. Hidrogelovi se
mogu koristiti u obliku liofilizata, komprimovanih praskova pripremljenih za
rekonstituciju odgovaraju¢im rastvaratem za oralnu upotrebu, mikro i nanocestica,
i poslednjih godina veoma aktuelno kao nosaci lekova za transdermalnu primenu
[9-12].

Kriterijumi koji se moraju uzeti kao parametri za dizajniranje hidrogelova
za kontrolisano oslobadanje leka su: molekulska masa polimera i veli¢ina molekula
aktivne supstance, mesto delovanja leka, vreme za koje je potrebno da supstanca
deluje, stepen umrezavanja, interakcija polimera i leka, biodegradacija polimera,
uslovi od kojih zavisi umrezavanje (temperatura, pH, jonska jac¢ina, mehanicka
svojstva hidrogela, osetljivost na spoljne stimulanse) [11].

Razli¢ite lekovite supstance mogu biti inkorporirane in situ i samim
aplikovanjem injekcije njihovih vodenih rastvora na ciljnim mestima postize se
produzeno dejstvo, uz minimalnu invazivnost i bol. Tako nije potreban dodatak
bilo kojih drugih supstanci koje omoguc¢avanju produzeno delovanje, ve¢ sam in
situ gel omogucava produzen efekat supstance.Pored brojnih biomaterijala,
injekcioni hidrogelovi formirani in situ hemijskom polimerizacijom ili formirani
tranzicijom sol-gel faze od nedavno se dosta primenjuju [12].0vi sistemi su te¢ni
vodeni rastvori pre primene, ali kada se ubrizgaju prelaze u gel stanje u fizioloskim
uslovima. Formiranje gela nakon injektovanja ima niz prednosti: matriks za
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injektovanje se moze ugraditi u ljudsko telo uz minimalnu hirusku intervenciju, i
bioaktivni molekuli ili ¢elije se mogu jednostavno inkorporirati u nosac¢ neposredno
pre apilikacije. Nakon geliranja, ovi matriksi postaju depoi lekovite supstance ili
depoi za regeneraciju tkiva. Gelovi su posebno termo osetljivi, jer su specificni
injekcioni biomaterijali zbog njihovog spontanog geliranja koje je zavisno od
telesne temperature bez bilo kakvog zahteva za dodatnim hemijskim tretmanom.
Kada se primenjuju kao DDS, lek/polimer formulacija moze da bude oslobodena
od bilo kog organskog rastvaraca, koji mogu denaturisati osetljive terapijske agense
koji se ugraduju u polimer, npr. proteine. Stepen osobadanja lekovite supsatnce se
moze kontrolisati menjanjem karakteristika samog polimera (9, 11). Hidrogel
formulacije su korisne i primenjuju se za parenteralnu primenu i injekcije koje
imaju specificno mesto primene i delovanja [12].

Injekcije sa hidrogelovima pruzaju alternativni pristup koji omoguéava da
se obuhvate celije na koje je potrebno delovati uz minimalnu invazivnost. Neka
umrezavanja prolaze bez primene ili dodatka hemijskog ili fizi¢kog stimulusa.
Jedan od tih primera je hijaluronska kiselina [1].

Hidrofobna udruzenja su jos jedna moguénost fizickog geliranja. Derivati
hijaluronske kiseline modifikovani linearnim aminima mogu da formiraju fizicke
gelove u vodi i1 da imaju dugotrajnu stabilnost. Hijaluron fizicki gel koristi se u
vidu injekcija za rekonstrukciju mekih tkiva, kao §to su masno tkivo i za ispitivanje
antiinflamatornog odgovora. To su sve pozitivhe osobine hijaluronske kiseline kao
tkivnog inzenjerskog materijala. Za raziliku od ostalih fizickih gelova, fizicki
gelovi koji su derivati hijaluronske kiseline nisu reverzibilni niti zavise od
temperature tela [10, 12].

Najznacajni ekscipijensi u formulaciji preparata/nosaca na bazi
hijaluronske kiseline

U formulaciji geliraju¢ih in situ sistema pored hijaluronske kiseline ili
njenih derivata za parenteralnu primenu ukljuceni su: voda za injekcije, sredstvo za
izotonizaciju (manitol, sorbitol, glukoza, natrijum-hlorid), sredstva za podesavanje
pH (puferi: acetatni, fosfatni, citratni), konzervans (benzalkonijum hlorid,
parabeni), antioksidansi (askorbinska kiselina). Princip pri formulaciji
parenteralnih preparata je jednostavnost formulacije kad god je to mogude.
Pomoc¢ne materije se dodaju samo kada je to neophodno [13].

Rastvaraci koji se koriste za izradu parenteralnih preparata treba da budu:
neiritantni, netoksi¢ni, nesenzibiliSuci, da ne pokazuju terapijsku aktivnost, da ne
uti¢u na delovanje lekovite supsance, das u fizicki i hemijski stabilni pri razlic¢itim
pH vrednostima. Viskozitet i fluidnost rastvaraca treba da omoguci laku aplikaciju
preparata [13-14]. Voda za injekcije (Aqua ad injectabilia) je najvazniji i najvise
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upotrebljivani vehikulum za parenteralne preparate. Organizam je dobro prihvata.
Mora biti apirogena i viskog stepena hemijske Cistoce [15].

Parenteralni preparati su sterilni preparati namenjeni za aplikaciju
injekcionim, infuzionim putem ili implantacijom u ljudski ili Zivotinjski organizam.
Parenteralni preparati se aplikuju putem koji zaobilazi gastrointestinalni trakt i
Cesto se koristi za lekove koji ne mogu da se daju oralno, a omogucava se
stabilizacija lekovite supstance, ciljana isporuka leka, omogucava se brza i potpuna
apsorpciju lekovite supstance, manji gubitak supstance, izbegavanje metabolozma
u jetri, trenutna raspolozivost leka [13].

Parenteralni preparati mogu da sadrze pomoc¢ne supstance, npr. sredstva za
izotonizaciju, koji reguliSu pH vrednost, povecavaju rastvorljivost, sprecavaju
degradaciju lekovitih supstanci, obezbeduju adekvatno antimikrobno dejstvo, ali i
da ne uticu negativno na terapijsko delovanje aktivne supstance ili izradu u
koncentracijama u kojima se koriste, da ne izazovu toksi¢nost ili nepotrebnu
lokalnu iritaciju [13, 15-16].

Parenteralni preparati su svrstani u nekoliko kategorija [13]:

— injekcije

— infuzije

— koncentrati za injekcije i1 infuzije

— praskovi za injekcije 1 infuzije

— gelovi za injekcije

— implanti

Parenteralni preparati se izraduju koriS¢enjem materijala i metoda koje
obezbedjuju sterilnost i spre¢avaju kontaminaciju i razvoj mikroorganizama.

Modifikovano oslobadanje, odnosno produzeno delovanje je nekada
pozeljno zbog smanjenja ucestalosti aplikovanja leka, Sto je najces¢i razlog izrade
preparata sa produzZenim delovanjem [13].

Postupci izrade (laboratorijski nivo) preparata/nosaca na bazi
hijaluronske kiseline

Izrada parenteralnog preparata na bazi hijaluronske kiseline kao nosaca
izvodi se pod asepticnim uslovima, $to podrazumeva smanjenje mogucnosti
mikrobioloske kontaminacije na najmanju mogucu meru [13].

Parenteralni preparati se izraduju pod asepti¢nim uslovima u komori sa
laminarnim protokom vazduha. Hidrofilni gelovi sa hijaluronskom kiselinom za
parenteralnu primenu se izraduju hladnim postupkom [1]. Hijaluronska kiselinaili
njeni derivati se rastvore u propisanoj koli¢ini hladne vode, pa se potom dodaju
druge pomoc¢ne materije i lekovita supstanca. Disperzija se ¢uva u frizideru na 4°C,
uz povremeno mesanje sve dok se ne dobije homogen rastvor. Da bi se obezbedila
stabilnost i zadovoljavajuca tolerancija mogu se podesavati pH i osmolarnost [13].
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Ukoliko je moguce, odnosno ukoliko aktivna i pomoc¢ne supstance to dozvoljavaju
pozeljno je na kraju uraditi zavr$nu toplotnu sterilizaciju (preporuceni uslovi
sterilizacije: temperatura 121°C, pritisak 101,3 kPa, u trajanju od 15 min). U
slucaju da tokom sterilizacije parom dolazi do degradacije lekovite supstance ili
znacajne promene viskoziteta preparata, koristi se metoda sterilizacije filtracionim
medijumom na sobnoj temperaturi .Tada je potrebno obezbediti mali nivo
presterilizacionog bioopterecenja (bioburden): < 100 CFU/mL [13, 15-18].

Ako je u formulaciju ukljucena lekovita supstanca koja je rastvorna u vodi,
najpre se ona rastvori pa se potom dodaju pomo¢ne materije pa tek na kraju
hijaluronska kiselina [13, 16].

Osnovni zahtevi za kvalitet koje treba da ispuni nosa¢

Cilj formulisanja nosaca za parenteralnu primenu tipa in situ gela ili tzv
klizeceg gela se zasniva na smanjenju frekvence primene leka, ¢ime se poboljSava
komplijansa pacijenata. Takode, prednosti su da se injektabilni nosa¢ implantira sa
minimalnom ranom na mestu aplikacije [1].

Opsti zahtevi za in situ gelirajuce sisteme su [10]:

— sterilnost

— Dbistrina rastvora koji in situ gradi gel

—  pH vrednost

— kapacitet geliranja

— sadrzaj lekovite supstance

— reoloski parametri

— konzistencija

— izotoni¢nost

— interakcije lek — polimer

— oslobadanje lekovite supstance iz preparata

— antibakterijska aktivnost sistema preparata/nosaca u cilju procene potrebe
za ukljucivanjem konzervanasa i njihove koncentracije

— stabilnost

Idealni medicinski hidrogel treba da ispunjava sledeée uslove [9, 10]:

— Da bi se garantovala injektibilnost, gel sistem treba da je u sol stanju pre
primene. Preparat u so/ stanju treba da je dovoljno niskog viskoziteta i da
se tako omoguc¢i injektovanje i postizanje odgovarajuceg efekta.

— Geliranje posredstvom bilo kog hemijskog i fizickog umrezivaca pocinje
da se odvija posle injekcione aplikacije.

— Gelovi treba da budu biorazgradivi ili postepeno rastvorljivi, a produkti
razgradnje treba da budu netoksicni i da se nepromenjeni ili nakon
metabolizma izlucuju iz organizma.

83



Zahtevi za kvalitet parenteralnih preparata koji u sebi sadrze gelirajuci
sistem su [13]:

sterilnost

izotoni¢nost

bistrina rastvora

pH vrednost

optimalno terapijsko delovanje
stabilnost preparata za potrebno vreme
sterilnost tokom celog perioda upotrebe
dobra podnosljivost

Sterilnost ovih preparata se obezbeduje izradom pod asepti¢nim uslovima.
Dodatkom konzervansa obezbedena je sterilnost tokom celog perioda upotrebe.
Izotoni¢nost se postize upotrebom sredstava za izotonizaciju (glicerol, manitol,
natrijum-hlorid) [13].

Ispitivanja koja se sprovode u cilju procene kvaliteta nosata na bazi
hijaluronske kiseline [12]:

bistrina rastvora pre geliranja ili samog gela-odreduje se vizuelnom
metodom na crnoj i beloj podlozi

mehanicka karakterizacija gelova — analiziraju se konzistencija i
kohezivnost, §to je vazno za laku injektiblinost i prolazak kroz Spric
tranziciona temperatura prelaza so/ u gel i vreme geliranja

otpornost gela-odreduje se uz pomo¢ reometra

viskozitet 1 reoloske osobine-vazni parametri za procenu in sifu formiranih
gelova

odredivanje procenta vode u gelovima-metodom Fourijerove infracrvene
transmisione spektroskopije (FTIR) i termalne analize (TGA)

interakcije u gelu- metodom diferencijalne skeniraju¢ekalorimetrije (DSC)
ispitivanja citotoksi¢nosti u kombinaciji hijaluronske kiseline i citostatika

in vitro ispitivanja — na kancerogenim celijama ovarijuma i testisa.

Primeri model lekovitih supstanci koje su ispitivane u nosacu
koji se obraduje

In situ geliraju¢i sistemi omogucuju poboljSanje bioraspolozivosti
hidrofilnih i lipofilnih lekovitih supstanci kao i1 poboljsanje prihvatljivosti od strane
pacijenta. Na ovaj nacin se takode obezbeduje verovatnoc¢a da pravi lek za
odgovarajuéeg pacijenta bude prisutan na pravom mestu u pravo vreme [9].

Polimerni konjugatihemoterapijskih lekova su napravljeni tako da u ¢eliju
ulaze endocitozom i da se akumuliraju u lizozomima, ¢ime se omoguc¢ava da lek
bude osloboden od polimera vrlo blizu ciljanog mesta delovanja [9-10].
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Veli¢inom polimera tj. makromolekula i leka koji je konjugovan sa
polimerom, odredeno je mesto delovanja tj. onemogucen je prelazak u okolno
zdravo tkivo, ¢ime je omogucena selektivnost a smanjena toksi¢nost. S druge
strane, makromolekuli imaju i dalje sposobnost da predu prepreku do tumorske
¢elije 1 da se akumuliraju u njoj i tu deluju [9].

Hijaluron ima krucijalnu ulogu u raznim celijskim procesima, adheziji,
rastu ¢elija, migraciji, kao signal za ¢elijsku motilizaciju, inflamaciju i metastaze.
Mnoge tumorske ¢elije pokazuju ekspresiju velikog broja receptora za hijaluronsku
kiselinu, Sto rezultira time da ona ima veliki afinitet za tumorske ¢elije. Nekoliko
tipova celijskih receptora reagije na signal hijalurona. To su CD44 odgovorni za
limfocitnu aktivnost, RHAMM receptori odgovorni za celijsku pokretljivost i
HARE receptori, odgovorni za receptor posredovana preuzimanja hijalurona u jetri.
Receptori CD44 i RHAMM su S§iroko rasporostranjeni u tumorskom tkivu,
ukljucujuéi tumor jajnika, tako da konjugati hijaluronske kiseline i hemoterpijskog
sredstva treba da pokazuju visoku selektivnost za kancerogene celije, obezbedujuéi
uz to, niz drugih prednosti, solubilizaciju, stabilizaciju, lokalizaciju i kontrolisano
oslobadanje [1].

Banzato i saradnici [1] su opisali konjugovanje 20 % rastvora taksola sa
hijaluronskom kiselinom kao nosacem. Ispitivana je in vitro citotoksicnost
konjugata i1 taksola, na izolovanim kulturama c¢elija IGROV-1 i OVCAR-3
tumorskim Celijama jajnika. Ispitivanje je pokazalo manju toksicnost i vecu
selekivnost za tumorske ¢elije biokonjugata u poredenju sa Cistim taksolom.

Inkorporiranjem taksola u in situ geliraju¢i sistem sa hijaluronskom
kiselinom kao nosadem omoguceno je ne samo postepeno oslobadanje leka u
tumorom zahvacenom tkivu nego je primeceno i znacajno povecanje antikancerske
efikasnosti, lokalno delovanje i smanjeno je oStecenje okolnog zdravog tkiva, kao i
smanjenje incidence pojave nezeljenih reakcija. Na ovaj nacin se visestruko poveca
selektivnost leka [15].
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SUMMARY

In recent years, drug delivery systems are especially interesting because
they allow therapeutic efficiency and reduce side effects. Conjugates of hyaluronic
acid and chemotherapeutic agents, especially taxol, have been recognized as
excellent solution for many therapeutic indications. The aim of conjugation of taxol
with hyaluronic acid was the toxicity reduction on healthy cells and increase of
selectivity on tumor cells. Hyaluronic acid could be used in various pharmaceutical
preparations, also in parenteral, because of its biocompatibility and
biodegradability. Hyaluronic acid as a carrier belongs to in sifu gelling systems,
which is passing a phase transition in response to external conditions such as
temperature, different pH value or the presence of ions, enabling prolonged effect
of the drug substances. Many tumor cells have a large number of receptors for
hyaluronic acid, which has a great affinity for the tumor cells. The incorporation of
taxol in gelling system of hyaluronic acid provides sustained drug release,
increased anticancer activity, reduced damage of healthy cells and increased
selectivity on cancer cells.

Keywords: taxol, hyaluronic acid, in situ systems, drug delivery.
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