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POVZETEK

Z naraScajoCo intenzivnostjo raziskav in razvoja na
podrodju liposomov kot dostavnih sistemov, ki se
odraza v Stevilnih s strani regulativnih organov od-
obrenih izdelkih, se nazorno kaze tudi Siroka upo-
rabnost teh sistemov. Zaradi kompleksne narave li-
posomskih formulacij pa je zelo pomembno, da
premislieno pristopamo k razvoju tovrstnih farma-
cevtskih izdelkov. Kot moc¢na strategija za obvla-
dovanje te kompleksnosti se pojavija pristop vgra-
jene kakovosti (QbD), ki poudarja, da sta za nadzor
kakovosti kljucna tako razumevanje formulacije, pro-
cesa in izdelka na osnovi znanstvenih dognanj kot
soc¢asno ucinkovito obvladovanje morebitnih tve-
ganj. Za identifikacijo kriticnih dejavnikov in optimi-
zacijo tako formulacij kot procesov je kljucen siste-
matien in nacrtovan pristop k nadrtovanju
eksperimentov, ki vkljucuje vhodne spremenljivke
(materiali, procesi, nacrtovanje eksperimentov) in
uposteva klju¢ne atribute kakovosti liposomskih for-
mulacij. TakSen pristop k razvoju nam omogoca,
da kakovost vgradimo v izdelek, bolnikom pa nu-
dimo kakovosten, varen in ucinkovit napredni do-
stavni sistem.

KLJUCNE BESEDE:

kriticne lastnosti vhodnih materialov, kriticni atributi
kakovosti, kriticni procesni parametri, liposomi, vgra-
jena kakovost

ABSTRACT

With the increasing intensity of research and devel-
opment in the field of liposomes as delivery systems,
reflected in numerous regulatory approved prod-
ucts, the broad applicability of these systems is ev-
ident. However, due to the complex nature of lipo-
somal formulations, it is crucial to approach the
development of such pharmaceutical products
thoughtfully. An effective strategy for managing this
complexity is the quality by design (QbD) approach,
which focuses on understanding the formulation,
process and product based on scientific evidence,
while effectively managing potential risks. To identify
critical factors and optimize both formulations and
processes, a systematic and planned approach to
experimental design is crucial. This approach in-
cludes input variables (materials, processes, exper-
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imental design) and considers the key quality char-
acteristics of liposomal formulations. Such a devel-
opment approach enables us to integrate quality
into the product and provide patients with a high
quality, safe and effective advanced drug delivery
system.

KEY WORDS:

critical material attributes, critical process parame-
ters, critical quality attributes, liposomes, quality by
design

uvoD

V skladu z veCanjem intenzivnosti raziskav in razvoja na
podrodju liposomov kot dostavnih sistemov ze vse od
prve objave leta 1964 kontinuirano narasca tudi Stevilo
nanje vezanih publikacij (1), kar pri¢a o njihovi Siroki upo-
rabnosti (slika 1). Slednjo na podrocju farmacevtske teh-
nologije potrjujejo Stevilni na trgu prisotni dostavni sistemi

na osnovi liposomov, ki so namenjeni terapiji raka, glivicnih
bolezni, protibolecinski terapiji idr. Zasledimo tudi lipo-
somska protivirusna cepiva in pripravke za fotodinami¢no
terapijo. Prvi liposomski dostavni sistem (Doxil®, zdravilna
ucinkovina doksorubicin), ki je na trgu ze od leta 1995 (2),
je svoj prvi generi¢ni ekvivalent dobil Sele februarja leta
2013 (Lipodox®), kar je bila klju¢na prelomnica za generi-
¢no industrijo na podrodju liposomskih formulacij (3). Raz-
voj zdravil je v tem Casu zelo napredoval tudi zaradi vse
bolj sistemati¢ne obravnave, ki vedno bolj podpira in upo-
Steva vidik vgrajene kakovosti (quality by design, QbD).
Kot je razvidno s slike 1, je tudi QbD v literaturnih virih vse
bolj zastopan (4, 5).

NAMEN UPORABE IN
ZGRADBA LIPOSOMOV

Liposomi so sferi¢ni vezikli, sestavljeni iz enega ali ve€ kon-
centri¢nih fosfolipidnih dvoslojev, ki v notranjosti zaobjemajo
hidrofilno vsebino (6). Prvi¢ sta jih opisala Bangham in
Horne leta 1964 (6), in sicer predvsem v viogi membranskih
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Slika 1: Stevilo objavijenih raziskav po letih, od leta 1970 do danes, s kljuénima besedama »liposome« in »quality by design« v naslovu ali

povzetku Clanka.

Figure 1: Number of studies published over the years, from 1970 to the present, with the key terms “liposomes” and “quality by design” in

the title or abstract of the article.
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Slika 2: a) Zgradba liposoma z vgrajenimi hidrofilnimi (v vodnem jedru liposoma), lipofilnimi (v lipidnem dvosloju) in amififilnimi zdravilnimi
ucinkovinami (v medfazi); b) prikaz enoslojnega, vecslojnega in multivezikularnega liposoma.

Figure 2: a) Structure of liposomes with incorporated hydrophilic (in the aqueous core of the liposome), lipophilic (in the lipid bilayer) and
amphiphilic molecules (in the interphase); b) representation of unilamellar, multilamellar and multivesicular liposomes.

modelov. Dandanes jih vec¢inoma uporabljamo kot nosilce
zdravilnih ucinkovin ali kozmeti¢no aktivnih sestavin, saj
jim zgradba v obliki fosfolipidnega dvosloja omogoca vgra-
jevanje tako hidrofilnih kot tudi lipofilnih in amfifilnih spojin
(slika 2) (7).

Poleg tega lahko z vgradnjo v liposome pove¢amo topnost
vgrajenih zdravilnih u€inkovin (karvedilol, fenofibrat, indo-
metacin, lovastatin ...) oz. prepre¢imo njihovo kemijsko ali
bioloSko razgradnjo (8). ZmanjSamo lahko tudi njihovo tok-
si¢nost, kar vodi v zmanjSanje nezelenih ucinkov inkapsu-
liranih ucinkovin (kot v primeru amfotericina B). Z ustreznim
nacrtovanjem lahko na povrsino liposomov pripnemo tudi
specificne ligande (npr. protitelesa) in tako omogo&imo ci-
liano dostavo in tam spros¢anje vgrajenih ucinkovin. Poleg
farmacevtske industrije majhne lipidne vezikle uporabljajo
tudi v prehrambeni in kozmeti¢ni industriji ter v diagnosti¢ne
namene (7).

Liposomi so sestavljeni iz naravnih ali sintezno pridobljenih
fosfolipidov, kot so fosfatidilholin, fosfatidiletanolamin, fos-
fatidilserin in fosfatidilglicerol, ki v vodnih raztopinah tvorijo
enega ali ve€ koncentricnih dvoslojev. Njihove polarne glave
so orientirane k vodnemu mediju, nepolarne verige zae-
strenih maS&obnih kislin pa obrnjene druga proti drugi in
sestavljajo notranjo strukturo dvosloja (slika 2). Poleg raz-
vrS€anja liposomov na osnovi njihove velikosti, ki se lahko
giblie od nanometrskih do mikrometrskih velikosti (650 nm
do 5 pm), jih razvrs€amo tudi glede na Stevilo dvoslojev.
Loc¢imo med enoslojnimi (sestavlja jih en lipidni dvosloj) in
vecslojnimi (veC koncentri¢nih lipidnih dvoslojev) vezikli.
Sledniji so vedji od 0,5 pm, v primeru enoslojnih pa lo&imo
majhne in velike unilamelarne vezikle (small/large unilamellar
vesicles, SUV/LUV) velikosti 20-100 nm oz. 100-500 nm
(slika 2) (9). Poznamo tudi multivezikularne liposome, kjer

en zunanji dvosloj obdaja ve¢ manjsih notranjih veziklov
(10). Na interakcijo liposom-celica moc¢no vpliva tudi narava
in gostota naboja na povrsini veziklov, kar pa je odvisno
od vrste fosfolipida.

Glede na funkcionalne lastnosti in namen uporabe pa li-
posome delimo Se na konvencionalne, dolgo cirkulirajoce
liposome, imunoliposome z modificirano povrsino za ci-
liano spros¢anje vgrajenih ucinkovin, kationske liposome
za dostavo genske ucinkovine in na pH odzivne liposome

(7).

RAZVOJ Z VGRAJENO
KAKOVOSTJO

Vgrajena kakovost — QbD je sistematicen pristop k razvoju,
ki temelji na vnaprej doloCenih ciljih, poudarja razumevanije
izdelka in procesa ter omogoca nadzor kakovosti na pod-
lagi znanosti in ustreznega upravijanja tveganj (11). Koncept
QbD je leta 1992 razvil Joseph M. Juran, ki je verjel, da
mora biti kakovost izdelka vanj »vgrajenas, saj vecina kas-
nejSih tezav izhaja ravno iz neoptimalnega nacina razvoja
in priprave samega izdelka (12).

Ob sodelovanju FDA (Food and Drug Administration) in
EMA (European Medicines Agency) so nastale smernice
ICH za kakovost (The International Council for Harmonisa-
tion of Technical Requirements for Pharmaceuticals for
Human Use), ICH 8in ICH 9, v katerih podajajo informacije
o nacinih implementiranja koncepta izdelka z vgrajeno ka-
kovostjo v prakso (4, 5). Cilji takSnega pristopa pri razvoju
izdelka so nasledniji:
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e dolociti smiselne specifikacije, ki ustrezno opisujejo ka-
kovost izdelkov — zdravil in zagotavljajo klini¢no ucinko-
vitost;

e povecati zmogljivost procesa, zmanjSati variabilnost in
pomanijkljivosti izdelka na podlagi razumevanja procesa
0z. izdelka in ustrezne kontrole kakovosti;

e povecati uCinkovitost razvoja in proizvodnije izdelkov;

e izboljSati analizo temeljnih vzrokov (root cause analysis)
in upravljanje sprememb.

QbD v farmacevtski industriji sluzi kot orodje, ki omogoca

razumevanije vplivov vhodnih materialov, procesnih parame-

trov in lastnosti izdelanega produkta na kakovost farma-
cevtskih izdelkov. Na tak nacin definiramo sestavo izdelka
in razvilemo proces, ki omogoca izdelavo farmacevtskega
izdelka z vnaprej dolo&enimi atributi kakovosti (slika 3). Vidik
QbD je sestavljen iz naslednjih elementov:

e dolocitev cilinega profila kakovosti izdelka (quality target
product profile, QTPP), v katerem za slednjega identifici-
ramo tudi kriticne atribute kakovosti (critical quality attri-
butes, CQA);

e razvoj in razumevanje izdelka, vklju¢no z identifikacijo
kritiCnih lastnosti vhodnih materialov (critical material at-
tributes, CMA);

® razvoj in razumevanje procesa, vkljucno z identifikacijo
kriticnih procesnih parametrov (critical process parame-
ters, CPP) in razumevanjem »scale-up« principov s po-
vezovanjem CMA-jev, CPP-jev s CQA-ji;

e kontrolna strategija, ki vkljuCuje specifikacije za zdravilne
ucinkovine, pomozne snovi in koncéne izdelke kot tudi
kontrolne parametre za vsak korak proizvodnje;

e spremljanje sposobnosti (tehnoloSkega) procesa in nje-
gove nenehne izbolj8ave (11).

Vhodni Proizvodni Koncni
materiali proces izdelek

Slika 3: Nacrt QbD ter kljucni elementi QTPP in CQA-jev; povzeto po (13).
Figure 3: QbD plan and key elements of QTPP and CQAs; summarised from (13).
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OPREDELITEV CILJNIH
PROFILOV KAKOVOSTI
IZDELKA IN IDENTIFIKACIJA
KRITICNIH ATRIBUTOV
KAKOVOSTI LIPOSOMOV

QTPP v smernicah ICH definirajo kot povzetek vseh atri-
butov kakovosti zdravila, ki morajo biti dosezeni za zago-
tovitev njegovih varnosti in ucinkovitosti. Izdelan je na pod-
lagi predhodnega znanja o izbranem farmacevtskem
izdelku in njegovem obnasanju in vivo. V QTPP-ju moramo
navesti nacin aplikacije, farmacevtsko obliko, dostavni si-
stem, lastnosti, ki vplivajo na stabilnost in sterilnost, ter
farmakokinetiko in profil sproS¢anja vgrajene zdravilne ucin-
kovine (11). V nadaljevanju predstavljamo primer QTPP-ja
za parenteralno liposomsko formulacijo s ciliano dostavo.

Pripravijen je na podlagi smernic za liposomske izdelke, ki
jih je leta 2018 izdala FDA (preglednica 1) (11).

Naslednji korak pri uporabi pristopa QbD je definiranje
CQA-jev izdelka, ki so v ICH Q8 definirani kot fizikalne,
kemicne, bioloSke ali mikrobioloske lastnosti, ki morajo
biti znotraj definiranega razpona, vrednosti ali distribucije,
da zagotavljgjo ustrezno kakovost izdelka (4). Obicajni
CQA-ji liposomskih formulacij so povprecna velikost in
porazdelitev velikosti liposomov ter zeta potencial (fizikalni
CQA-ji), vsebnost zdravilne ucinkovine (kemijski CQA),
stabilnost in vivo in profil spro$&anja zdravilne uc¢inkovine
(bioloski CQA) ter sterilnost (mikrobioloski CQA). Na pod-
lagi vzor¢nih diagramov (diagrami Ishikawa) analiziramo,
kateri dejavniki (lastnosti vhodnih materialov in ucinkovin,
procesni parametri itd.) bi lahko vplivali na izbrane CQA-
je liposomoyv, in na osnovi tega izdelamo oceno tveganja
(slika 4) (13, 15).

Preglednica 1: Primer QTPP-ja za liposomsko formulacijo, namenjeno parenteralni aplikaciji in ciliani dostavi.
Table 1: Example of a QTPP for a liposomal formulation for parenteral administration and targeted delivery.

Elementi QTPP

Cilj

Farmacevtska oblika
Nacin spros$c¢anja
Nacin aplikacije

Odmerek

nanoformulacija za injiciranje
cilino sproS¢anje
parenteralna aplikacija, enkratna aplikacija

x mg/mL oz. x mg/vialo

biokompatibilnost
mikrobioloSka kakovost
bakterijski endotoksini

Atributi kakovosti
liposomskega izdelka

brez hemolitske aktivnosti
sterilen izdelek
odsotni; apirogen izdelek

osmolarnost, izgled)
in vsebnost)
stabilnost in vivo

razpadni produkti/necistote
zaostanki topil

fizikalne lastnosti (velikost in morfologija
liposomov, lamelarnost, pH, povrsinske
lastnosti, viskoznost, zeta potencial,

Identifikacija zdravilne uc¢inkovine
vsebnost (koncentracija, ucinkovitost vgradnje

sproS¢anje zdravilne ucinkovine

morajo ustrezati standardom specifikacije
podobnega odobrenega izdelka oz.
specifikaciji, postavljeni na podlagi
raziskav

ustrezna ovojnina, ki vzdrzuje sterilnost in

Ovojnina stabilnost izdelka med celotnim rokom
uporabe
Stabilnost rok uporabe: 24 mesecev pri sobni

temperaturi

farm vestn 2024; 75

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANKI




RAZVOJ DOSTAVNIH SISTEMOV NA OSNOVI LIPOSOMOV Z VGRAJENO KAKOVOSTJO

Vhodni materiali

Formulacijske spremenljivke

topila

Procesne spremenljivke

koncentracija holesterola
koli¢ina trdnih nosilcev
volumen topila

ZU koncentracija ZU
lipidi koncentracija lipidov
holesterol
trdni nosilci

razmerje topila
dodatek topila
hitrost vrtenja
tlak
temperatura

CQA za izdelavo

molekulska masa

“—temperatura talis¢a

Zdravilna ucinkovina Analitske tehnike

merjenje velikosti
ucinkovitost vgradnje
sproséanje ZU
morfologija povrsine
“—lastnosti trdnega stanja

posusenih
proliposomov

Zetasizer
centrifuga
/_naprave za spros¢anje
HPLC

~—elektronski mikroskop

Naprave

Slika 4: Analiza dejavnikov, ki bi lahko vplivali na kriticne atribute kakovosti (CQA) liposomov, s pomocjo vzrocnega diagrama Ishikawa;

povzeto po (14).

Figure 4: Analysis of factors that could influence the critical quality attributes (CQA) of liposomes using an Ishikawa cause-effect diagram

(adapted from (14)).

4.1 VELIKOST LIPOSOMOV

Povprecna velikost liposomov in porazdelitev velikosti li-
posomov sta glavna fizikalna CQA-ja liposomskih formu-
lacij, saj zelo pomembno vplivata na porazdeljevanje in
vivo ter sproS¢anje in sposobnost ciliane dostave zdravilnih
ucinkovin. Manjsi liposomi (20-30 nm) se iz telesa izloCijo
skozi ledvice, medtem ko so vedji (do 300 nm) privzeti v
retikuloendotelijski sistem. Z zmanjSanjem velikosti liposo-
mov pod 100 nm lahko bistveno zmanjSamo privzem v re-
tikuloendotelijski sistem in omogodimo njihovo ciliano do-
stavo na planirano mesto delovanja (17). V primeru
liposomov velikosti pod 200 nm je olajSana tudi priprava
sterilnih formulacij, saj lahko poleg asepticne priprave iz-
vedemo tudi membransko filtracijo (18). Tudi pri filtraciji
manjSih liposomov lahko masenje filtrov predstavija velik
izziv. Velikost liposomov vpliva tudi na kinetiko spros¢anja
zdravilne ucinkovine; z zmanjSevanjem velikosti pove¢amo
razmerje med povrsino in volumnom, kar pomeni, da je
veC molekul uCinkovine blizje povrsini liposoma in se po-
sledi¢no hitreje sproS¢ajo (19). Pomemben fizikalni para-
meter, povezan z velikostjo liposomov, je tudi polidisperzni
indeks, ki definira homogenost porazdelitve velikosti lipo-
somov; za liposomske formulacije so ustrezni polidisperzni
indeksi manjsi od 0,3 (idealno &im blizje vrednosti 0), ki
nakazujejo na monodisperznost formulacije (19).

4.2 ZETA POTENCIAL

Zeta potencial je merilo za elektricni naboj na povrsini del-
cev in je zelo pomemben parameter za karakterizacijo sta-
bilnosti liposomov. Delci z visokim negativnim ali pozitivnim
zeta potencialom (ve¢ kot 30 mV) se medsebojno odbijajo,
kar omogoca njihovo fizikalno stabilnost. ZmanjSanje zeta
potenciala na nevtralno vrednost lahko vodi v agregacijo.
Vrsta naboja takih sistemov vpliva na ¢as krozenja liposo-
mov v telesu in na njihovo interakcijo s tkivi. Kationski lipo-
somi imajo vecjo afiniteto do negativno nabitin (rakavih)
celiénih membran kot nevtralni ali negativni, kar se kaze
tudi v njihovi vecji selektivnosti in posledi¢no udinkovitosti.
Prav zaradi tega lahko z vgradnjo v kationske liposome iz-
boljSamo varnost in ucinkovitost zdravilnih ucinkovin, ki se
uporabljajo v terapiji rakavih bolezni (20, 21). Vendar tega
ne moremo posploSiti na vse liposomske formulacije, saj
S0 v nekaterih raziskavah porocali tudi o nasprotnih rezul-
tatih (22).

4.3 VSEBNOST ZDRAVILNE
UCINKOVINE

Vsebnost zdravilne ucinkovine v liposomih podamo na tri
razlicne nacine, in sicer kot koncentracijo zdraviine ucin-
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kovine (mg/mL disperzije), kot ucinkovitost vgradnje ( en-
trapment/encapsulation efficiency), ki podaja (v %) koli¢ino
v notranjost liposomov vgrajene ucinkovine v primerjavi s
celotno koli¢ino ucinkovine, in vsebnost ucinkovine (drug
loading), ki ve€inoma opisuje maso ucinkovine glede na
celotno maso liposomov v formulaciji (16, 17).

4.4 STABILNOST IN VIVO

Stabilnost in vivo je Se Zlasti pomembna pri parenteralni
aplikaciji liposomov s podaljSanim sproséanjem, pri Cemer
hidro- oz. lipofilnost njihove povrsine vpliva na obseg inte-
rakcij med liposomi in krvjo. Bolj kot so liposomi lipofilni,
vecja je verjetnost za njihovo fagocitozo, saj se v vecjem
obsegu vezejo na plazemske proteine (19). Z vezavo hidro-
filnih polimerov na povrsino liposomov (npr. PEG) lahko po-
vec¢amo njihovo hidrofilnost in tako preprecimo njihovo hitro
eliminacijo preko retikuloendotelijskega sistema (t. i. »stealth«
liposomi) oz. podaljSamo Cas zadrzevanja liposomov v
krvnem obtoku (t. i. dolgo cirkulirajodi liposomi) (24, 25).

4.5 SPROSCANJE ZDRAVILNE
UCINKOVINE

Poleg stabilnosti je za doseganije zelene ucinkovitosti lipo-
somskih formulacij bistven tudi optimalen profil sproS¢anja
vgrajene zdravilne ucinkovine. Naloga liposomov je, da
ucinkovino v ustreznem odmerku dostavijo na toc¢no dolo-
¢eno mesto v organizmu ob Zelenem Casu. Za ciljano do-
stavo liposomov je pri tem bistvena identifikacija interakcij
s tarénimi celicami. Ligandi, vezani na povrsino liposomov,
morajo biti primerni, da se ustrezno veZejo na taréne re-
ceptorje celic, kar vodi v endocitozo liposomov in posledi-
¢no sprosc¢anje ucinkovine na tarénem mestu. Za ciliano
dostavo na povrsino liposomov pripnemo ligande, kot so
monoklonska protitelesa, fragmenti protiteles, peptidi, pro-
teini, nukleinske kisline, ogljikovi hidrati, pa tudi nekatere
male molekule (24).

|IZDELAVA OCENE TVEGANJA
ZA LIPOSOMSKE DOSTAVNE
SISTEME IN VREDNOTENJE
VPLIVOV NA RAZLICNE CQA-JE

Lastnosti vhodnih materialov in izbrane procesne parame-
tre, ki lahko vplivajo na CQA-je izdelka, identificiramo preko

izdelave ocene tveganja (risk assessment). To obicajno na-
redimo s pomocjo nacrtovanja eksperimentov (design of
experiments — DoE), s ¢imer tudi ovrednotimo interakcije
med razlicnimi dejavniki in jih kvantificiramo. Na podlagi
pridobljenin podatkov nato izdelamo kontrolno strategijo,
v kateri definiramo sprejemljiv razpon identificiranih kriticnih
parametrov (npr. CMA, CPP) (11).

5.1 IZDELAVA OCENE TVEGANJA

Na zacetku razvoja izdelka postavimo za&etno oceno tve-
ganja, kjer na podlagi trenutnega znanja ocenimo vplive
razli¢nih materialov in procesnih korakov na izbrane CQA.
V preglednici 2 je prikazan primer zacetne ocene tveganja
za liposomsko formulacijo, ki vklju€uje zdraviino ucinkovino,
fosfolipide, holesterol in trdni nosilec. Primer je postavijen
na procesu, pri katerem ucinkovino in lipide raztopimo v
mesanici organskih topil, nato pa primesamo vodotopen
trdni nosilec. Nastalo mesanico posusimo z vakuumskim
suSenjem, da dobimo proliposomski prasek. Prasek hi-
dratiramo pred aplikacijo v vodnem mediju, pri ¢emer na-
stanejo liposomi (15).

Visoka in srednje velika tveganja med razvojem podrobneje
raziskujemo, da ovrednotimo in razumemo njihov vpliv. Na
podlagi novih eksperimentov in pridoblienega znanja o
vplivu razli¢nih dejavnikov na CQA-je tveganja med razvo-
jem ustrezno zmanjSujemo, definiramo CMA-je, CPP-je in
kontrolno strategijo.

5.2 VREDNOTENJE VPLIVOV NA
VSEBNOST ZDRAVILNE
UCINKOVINE

Vsebnost zdravilne ucinkovine vecinoma optimiziramo
glede na dosezeno ucinkovitost vgradnje (EE), ki nam pove
veC o ucCinkovitosti in robustnosti procesa izdelave liposo-
mov kot podatek o koncentraciji uc€inkovine v disperziji.
Najpomembnejsi parametri, ki vplivajo na ucinkovitost
vgradnje, so lastnosti ucinkovine in lipidov ter molsko raz-
merje med lipidi in ucinkovino, koncentracija holesterola,
interakcije med vhodnimi materiali ter razli¢ni procesni pa-
rametri. Vecja koli¢ina lipidov tako vodi v oblikovanje vec-
jega Stevila liposomov z vecjim notranjim volumnom in visjo
ucinkovitostjo vgradnje ucinkovine (17). Vecja koli¢ina ho-
lesterola pa povzroCi nastanek t. i. Zepkov v fosfolipidnem
dvosloju, v katerega se lahko potem vgradijo tudi hidrofilne
ucinkovine (26). Slednje pa lahko vpliva na stabilnost lipid-
nega dvosloja in posledicno tudi na njegovo permeabilnost.
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Ce povedamo koli¢ino udinkovine in zmanj$amo koliino
lipidov, se ucinkovitost vgradnje zniza (27). UCinkovitost
vgradnje zdravilne ucinkovine, ki imajo od pH odvisno top-
nost, lahko poveamo tudi z dodatkom pufrov, ki imajo
ucinkovini prilagojeno vrednost pH (22). CPP-ji, ki vplivajo
na ucinkovitost vgradnje, so temperatura medija za hidra-
tacijo in Stevilo ciklov zamrzovanja-odtajanja s teko¢im du-
Sikom, ki jim je bila izpostavljena hidratirana zmes; vecje
Stevilo ciklov in vi§ja temperatura hidratacije sta negativno
vplivala na vgradnjo ucinkovine (28). Pri filmski metodi iz-
delave liposomov uporaba visokih temperatur (tj. nad tem-
peraturo steklastega prehoda lipidov) prav tako negativno
vpliva na ucinkovitost vgradnje ucinkovine (zaradi vpliva
na prepustnost membrane liposomov), medtem ko hitrost
vrtenja bucke vpliva na debelino in na hitrost hidratacije
nastalega lipidnega filma (29).

5.3 VREDNOTENJE VPLIVOV NA
VELIKOST LIPOSOMOV

V okviru optimizacije velikosti liposomov moramo ovred-
notiti veC razli¢nih parametrov, kot so koncentracija fosfo-
lipidov, koli¢ina zdravilne ucinkovine, razmerje med fosfoli-
pidi in holesterolom, pH vrednost pufrnih raztopin, procesna
temperatura idr. Visja koncentracija lipidov ponavadi vodi
v nastanek vecjih liposomov z ozjo porazdelitvijo velikosti
(30).

5.4 VREDNOTENJE VPLIVOV NA ZETA
POTENCIAL

Na zeta potencial vplivajo predvsem formulacijske spre-
menljivke, kot so ionska moc¢ in pH uporablienega pufra,
naboj lipidov in sestava dvosloja ter procesni parametri,
kot je Cas soniciranja (v primeru homogenizacije disperzije
z uporabo ultrazvoka). Za uravnavanje zeta potenciala
imamo na voljo razli¢ne stabilizatorje, kot so stearilamin,
diacetil fosfat in modificirani lipidi, pri Eemer je za doseganje
optimalne stabilnosti kon¢nega izdelka njihovo koncentra-
cijo potrebno prilagoditi posamezni formulaciji (31).

5.5 VREDNOTENJE VPLIVOV NA
STABILNOST /N VIVO IN
SPROSCANJE

Povecano stabilnost in vivo lahko dosezemo z izbiro ustre-
zne sestave lipidnega dvosloja. Njegovo stabilnost lahko
izboljSamo z dodatkom holesterola, kar zmanjSa obseg

fagocitoze liposomov. Slednjo lahko tudi steri¢no oviramo;
v tem primeru za izdelavo liposomov uporabimo dolo¢ene
pomozne snovi (npr. fosfatidil inozitol) ali pa liposome PEG-
iliramo. Pri tem molekulska masa PEG predstavla CMA
(82). V raziskavi (33) navajajo, da so formulacije z rahlo ne-
gativno nabito povrsino izkazovale vedji privzem v tumorske
celice in manjsi privzem v jetra, kar je podaljSalo zadrzevanje
v telesu. V primeru na pH obcutljivin liposomov lahko spros-
¢anje nacrtujemo z izbiro (in koncentracijo) pomoznih snovi,
ki destabilizirajo membrane liposomov pri doloceni vred-
nosti pH (22).

OPREDELITEV KRITICNIH
LASTNOSTI MATERIALOV IN
KRITICNIH PROCESNIH
PARAMETROV ZA
LIPOSOMSKE DOSTAVNE
SISTEME

6.1 KRITICNE LASTNOSTI MATERIALOV

V okviru kriticnih lastnostih (vhodnih) materialov (CMA)
vrednotimo vse sestavine formulacije; v primeru liposom-
skih izdelkov so to zdravilne ucinkovine, lipidi in pufrne
raztopine (11).

Fizikalno kemijske lastnosti posameznih ucinkovin lahko
pomembno vplivajo na kakovost izdelka. Glede na njeno
hidro- oz. lipofilnost se lahko ucinkovina vgradi ali v vodno
jedro ali v lipidni dvosloj liposomov. Pri so¢asnem vgraje-
vanju vec razli¢nih ucinkovino je potrebno oceniti Se njihov
medsebojni vpliv na proces vgradnje. Pozorni moramo biti
tudi na porazdelitveni koeficient; v eni izmed raziskav so
dokazali, da u€inkovina z zelo nizkim porazdelitvenim koe-
ficientom (pod —2,66) izkazujejo podaljSano sproscanje iz
liposomov, medtem ko so pri vrednostih slednjega med
-0,3in 1,7 opazili hitro spros¢anje ucinkovine (32).

Na lastnosti liposomov pomembno vplivajo tudi fizikalno-
kemijske lastnosti lipidov. Lipidi z ve&jo vsebnostjo nenasi-
¢enih mascobnih kislin so bolj dovzetni za oksidacijo in hi-
drolizo, medtem ko imajo lipidi z vecjim delezem nasi¢enih
mascobnih kislin visjo temperaturo faznega prehoda. Po-
membna je tudi dolzina lipidnih verig; fosfolipidi s kratko-
veriznimi mas&obnimi kislinami tvorijo liposome s tanj§im
dvoslojem in vecjim notranjim volumnom, v katerega lahko
vgradimo hidrofilne zdravilne ucinkovine. Lastnosti lipidov
vplivajo tudi na naboj in fluidnost fosfolipidnega dvosloja in
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posledicno na permeabilnost snovi skozi liposomsko mem-
brano (15).

V Casu razvoja je potrebno ustrezno ovrednotiti tudi sesta-
vine, s katerimi modificiramo povrsinske lastnosti liposo-
mov, saj lahko vplivajo na sproS¢anje vgrajene ucinkovin
ucinkovina. V primeru hitosana je znano, da njegove top-
nost, koncentracija in molekulska masa vplivajo na velikost
izdelanih liposomov. Se bolj izrazit vpliv je znacilen za PEG,
katerega molekulska masa in gostota na povrsino liposoma
pripetih verig vplivata tako na velikost izdelanih liposomov
kot tudi na njihovo kasnejSo porazdelitev v telesu. Po-
membni pa niso le materiali, ki jih uporabljamo pri izdelavi
liposomoyv, temvec tudi njihovo masno razmerije. V razli¢nih
raziskavah zasledimo, da na lastnosti liposomov pomem-
bno vplivajo tako razmerje med holesterolom in fosfolipidi
kot med zdravilno ucinkovina in lipidi, razmerje med or-
gansko in vodno fazo ter sestava organske faze (npr. raz-
merje med kloroformom in metanolom) (34).

6.2 KRITICNI PROCESNI PARAMETRI

Za pripravo liposomov uporabljiamo razli¢ne metode, kot
so metoda tankih filmov, metoda z injiciranjem, metode na
osnovi visokih tlakov in metoda odparevanja organske
faze. Najpogosteje uporabliamo prvo, ki vkljucuje hidratacijo
tankega lipidnega filma. Kriti€ni procesni parametri (CPP),
ki vplivajo na ucinkovitost vgrajevanja zdravilne ucinkovine
pri tej metodi, so temperatura in hitrost vrtenja bucke v
fazi izhlapevanja topila ter faza hidratacije. Ker po hidrataciji
nastanejo veliki multilamelarni liposomi, je za pripravo eno-
slojnih liposomov disperzijo potrebno Se homogenizirati,
da zmanjsamo in poenotimo velikost liposomov. V ta na-

men lahko uporabimo metodo ekstruzije skozi polimerno
membrano, pri kateri so kot CPP-ji identificirani velikost
membranskih por, Stevilo prehodov skozi membrano, tem-
peratura in tlak filtracije. V industrijskem merilu sta bol]
uporabni ultrazvona homogenizacija (pri kateri sta kot
CPP identificirana kriticna amplituda in ¢as soniciranja) in
metoda (ponavljajofega) zamrzovanija in odtajevanja s Ste-
vilom ciklov kot glavnim CPP (35).

KONTROLNA STRATEGIJA

Za zagotavljanje ponovljive kakovosti zdravila, je potrebno
postaviti ustrezno kontrolno strategijo, s katero nadzorujemo
vhodne materiale, procesne parametre, vmesne produkte,
ovojnino in koncni izdelek (11). Smernice ICH kontrolno stra-
tegijo definirajo kot nacrtovan niz kontrol, ki izhajajo iz tre-
nutnega znanja o izdelku in procesa ter zagotavljgjo ucinko-
vitost procesa in kakovosten izdelek (5). Kontrolna strategija
lahko vkljuCuje parametre in lastnosti tako zdravilnih ucin-
kovin, pomoznih snovi, opreme, proizvodnih pogojev kot
tudi medprocesne kontrole, specifikacije konénega produkta
ipd. V preglednici 3 predstavijamo primer kontrolne strategije
za izdelavo proliposomskega praska z lopinavirom (15).
Poleg spremljanja in preverjanja sposobnosti procesa pa
je potrebno zagotavljati tudi njegove nenehne izboljSave.
Le tako lahko soCasno s proizvodnjo ucinkovitega, varnega
in kakovostnega farmacevtskega izdelka sledimo tudi ze-
liam in trendom trga.

Preglednica 3: Primer kontrolne strategije za izdelavo proliposomskega praska z lopinavirom, prirejeno po (15).
Table 3: Example of control strategy for the preparation of proliposomal lopinavir powder; adapted from (15).

Faktor Zahteva

Nacin kontrole

Tip lipida

fosfolipid s steklastim prehodom pri 54 °C | analiza ob spro$¢anju materiala

Povpreéni premer delcev Pearlitola® d50 | < 160 pm

analiza ob sproS¢anju materiala

Razmerje lipid : zdravilna u¢inkovina 10: 1 definirano v postopku
Razmerije kloroform : metanol 60 : 40 definirano v postopku
Temperatura rotirajoce bucke 54 +2°C definirano v postopku
Hitrost vrtenja bucke 100 + 5 rpm definirano v postopku
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Liposomski izdelki veliajo za dokaj kompleksne sisteme,
zato je za uspeSen razvoj takSnih farmacevtskih izdelkov
zelo pomembna izbira ustreznega razvojnega pristopa. Za
najbolj sistemati¢nega velja pristop QbD, ki ga priznavajo
tudi regulativne agencije, kot sta FDA in EMA. TakSen pristop
poudarja, da je formulacijo, proces in izdelek potrebno ra-
zumeti na podlagi znanstvenih dognanj in istoGasno ustrezno
upravijati z morebitnimi tveganii. Pri liposomskih formulacijah
kot kriticne lastnosti kakovosti najveckrat spremljamo velikost
liposomov, zeta potencial, vsebnost zdravilne ucinkovine,
stabilnost in vivo in spro$€anje. Da zagotovimo ustrezno
kakovost konénega liposomskega produkta, je na podlagi
razumevanija tako izdelka kot procesa potrebno definirati in
nadzorovati tudi CMA-je in CPP-je. Le z ustreznim nacrto-
vanjem razvoja dostavnih sistemov na osnovi liposomov
lahko namre¢ kakovost vgradimo v izdelek, bolnikom pa
nudimo kakovostno, varno in ucinkovito zdravilo.

IZJAVA

Pregledni Clanek je rezultat projekta P1-0189, finan-
ciranega s strani ARIS.
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