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SAZETAK

Cilj istrazivanja

Jedan od ciljeva ovog istraZzivanja bio je ispitati intrinzi¢ni antimikrobni ucinak izvornih
kitozanskih hidrogelova koji su koristeni kao polucvrste podloge za uklapanje liposomskih
disperzija azitromicina. Kako bi se utvrdilo utjece li kitozan na antibakterijsku aktivnost
liposomski uklopljenog antibiotika te doprinosi li fosfolipidni sastav liposoma antimikrobnoj
aktivnosti, ispitan je antibakterijski ucinak kitozanskih hidrogelova s liposomski uklopljenim
azitromicinom, a dobiveni rezultati usporedivani su s antibakterijskom aktivnosti: liposoma s
azitromicinom, otopine azitromicina, kitozanskih hidrogelova s azitromicinom te izvornih

kitozanskih hidrogelova.

Materijali i metode

Eksperimentalni dio rada obuhvacao je izradu kitozanskih hidrogelova iz kitozana razlicitih
molekularnih masa, pripravu nekoliko tipova liposoma s uklopljenim azitromicinom, te izradu
liposomskih hidrogelova umjeSavanjem liposoma u kitozanske hidrogelove. Ispitivanja
intrinzicnog antimikrobnog udinka izvornih kitozanskih hidrogelova provedena su tako da su
hidrogelovi inokulirani odredenim test mikroorganizmima (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans i Aspergillus brasiliensis) i cuvani
u propisanim uvjetima, a redukcija broja mikroorganizama pracdena je kroz odredene
vremenske intervale tijekom 28 dana. Ispitivanje utjecaja kitozana na antibakterijsku
aktivnost razli¢itih liposoma s azitromicinom provedeno je primjenom in vitro agar-

difuzijskog testa na bakterijskom soju Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Rezultati

Neovisno o tipu kitozana iz kojeg su pripravljeni, svi izvorni kitozanski hidrogelovi su pokazali

intrinzicnu antimikrobnu aktivnost na ispitivane mikroorganizme, ¢ime je potvrdeno da nije
1]



potrebno dodatno konzerviranje topikalnih formulacija koje sadrie kitozanske hidrogelove
kao poludvrste podloge. Nadalje, ¢vrstoca/elasti¢nost liposomskih dvoslojeva utjecala je na
antibakterijsku aktivnost ispitivanih liposoma s azitromicinom i liposomskih hidrogelova.
Pritom je najjaci ucinak postignut s liposomima karakteriziranim izrazito ¢vrstim (rigidnim)
dvoslojevima (konvencionalnim liposomima). Svi kitozanski hidrogelovi potencirali su
antibakterijski ucinak liposomski uklopljenog azitromicina, sto je potvrdeno veéim zonama

inhibicije u odnosu na one postignute otopinom azitromicina.

Zakljucak

Rezultati svih provedenih ispitivanja ukazuju na moguénost primjene kitozanskih hidrogelova
kao podloga za topikalne lijekove i nanoterapeutike namijenjene lijeCenju infekcija koze.
Medutim, neophodno je provesti daljnja in vivo ispitivanja kako bi se dokazala njihova

terapijska ucinkovitost.



SUMMARY

Objectives

One of objectives of this study was to examine the intrinsic antimicrobial activity of the
chitosan hydrogels, which were used as vehicles (bases) for incorporation of the
azithromycin liposomes. To determine whether chitosan hydrogels could potentiate
antibacterial activity of the incorporated azithromycin liposomes and to examine the effect
of bilayer fluidity on the antibacterial activity of encapsulated azithromycin, the studies were
performed with chitosan hydrogels containing incorporated azithromycin liposomes and the
results were compared with azithromycin liposomes (liquid dispersions), solution of

azithromycin, hydrogels containing azithromycin solution and the plain chitosan hydrogels.

Material and Methods

The experimental part of this study included preparation of the plain chitosan hydrogels
from the different molecular weight chitosans as well as preparation and characterization of
the several types of liposomes encapsulating azithromycin, which were incorporated into the
chitosan hydrogels (liposomal hydrogels). Intrinsic antimicrobial activities of the plain
chitosan hydrogels were examined by the reduction of number of the test microorganisms
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans and
Aspergillus brasiliensis), which were inoculated into the hydrogels, stored for 28 days and
tested at determined time intervals. In vitro antibacterial activity of the different
azithromycin containing liposomal hydrogels toward Staphylococcus aureus ATCC 6538 was

performed by agar well diffusion method.

Results

All the plain chitosan hydrogels have shown intrinsic antimicrobial activities, confirming that

there is no need for the use of preservatives in the topical formulations based on the chitosan
\"



hydrogels. Furthermore, the elasticities/rigidities of the different azithromycin liposomes
have influenced their antibacterial activities as well as antibacterial activities of the liposomal
hydrogels. Conventional liposomes, characterized by rigid bilayers, have demonstrated the
most pronounced antibacterial activity. All the chitosan hydrogels contributed the
antibacterial activity of the incorporated azithromycin liposomes, what was confirmed by a
larger inhibition zones formed, compared to those obtained by hydrogels containing

azithromycin solution and the zones formed by the free drug.

Conclusion

Considering all the results, it can be assumed that the chitosan hydrogels could be used as
vehicles for topical formulations and liposomes aimed for the treatment of skin infections.
However, further in vivo studies should be carried out to confirm the efficacy of the

innovative formulations.

Vi
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1. Fizioloski i histoloski aspekti koze

KozZa je najvedi ljudski organ koji doseze do 10% ukupne tjelesne mase te djeluje kao zastitna
barijera izmedu organizma i okoli$a. Stiti od prodora mikroorganizama, UV zragenja i gubitka
tjelesnih tekuéina (1). Osim zastitne funkcije, koZa je takoder odgovorna za termoregulaciju,
izlucivanje produkata metabolizma (elektroliti, aminokiseline) te sintezu melanina i vitamina
D. Osjetilni je organ jer su u njoj smjesSteni receptori za dodir, hladnodu, toplinu i bol (2).

KoZa se histoloski sastoji od: epidermisa, dermisa i hipodermisa (potkozno tkivo). Epidermis
je graden od 5 razlicitih slojeva, pri ¢emu vanjski, roZnati sloj (stratum corenum) €ini glavnu
prepreku prolasku tvari iz okoliSa u organizam. Epidermis sudjeluje u regulaciji tjelesne
temperature i zadrzavanju vlage unutar koZe. Nije prokrvljen, ve¢ se opskrbljuje hranjivim
tvarima iz dermisa. Dermis je znacajno deblji od epidermisa i kozZi daje oblik, ¢vrstocu i
elasti¢nost. Sastoji se od stanica vezivnog tkiva, ve¢inom fibroblasta, odgovornih za sintezu
kolagena i elastina. Strukturno je graden od papilarnog i retikularnog sloja te sadrzi adnekse
koze, Zivce, krvne i limfne Zile. Ispod dermisa je smjeSten hipodermis (subcutis) koji

predstavlja masno potkozno tkivo (2, 3).

1.2. Ostecenja koZe i proces zacjeljivanja

Infekcije koZe obuhvacdaju jednostavne, ali i komplicirane infekcije koZe i potkoZznog tkiva te
variraju od jednostavnih supkutanih apscesa do teskih nekrotizirajuéih infekcija koje su
nerijetko posljedica ostecenja koze, tj. rana (4).

Rane se klasificiraju u dvije skupine, akutne i kroni¢ne. Akutne rane nastaju traumatskim
oStecenjima koZe kao Sto su ozljede, operacije, toplinske ili kemijske opekline. Ukoliko se

neadekvatno lijeCe, akutne rane mogu prerasti u kroni¢ne koje su praéene razvojem
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biofilmova. Kroni¢ne rane c{esto nastaju zbog metabolickih poremecaja uzrokovanih
sistemskim bolestima poput dijabetesa, vaskularnih bolesti ili pretilosti. Zacjeljivanje,
odnosno izlje€enje akutnih rana redovito traje kra¢e u odnosu na zacjeljivanje kroni¢nih rana
(5).

Zacjeljivanje rana je kompleksan bioloski proces povezan s opom pojavom rasta i
regeneracije tkiva. Zacjeljivanje rana odvija se kroz niz medusobno povezanih faza u kojima
razliite stanicne i izvanstani¢ne komponente djeluju zajedno kako bi ponovno uspostavile
integritet oSteéenog tkiva i zamijenile izgubljeno tkivo (6). Procesi akutnog zacjeljivanja tkiva
obuhvacaju Cetiri medusobno povezane i vremenski ovisne faze (Slika 1): (i) faza koagulacije i
hemostaze, (ii) upalna faza, (iii) proliferativna faza te (iv) faza zarastanja (7). U prvoj fazi
(hemostaza), krvne Zile postaju suZene te se uslijed agregacije trombocita i degranulacije
stvara ugrusak. Aktivacijom procesa koagulacije pocinje niz kaskadnih procesa koji zavrsavaju
tvorbom fibrina. U sljedeéoj, upalnoj fazi na mjesto rane infiltriraju se neutrofili, a zatim
monociti iz kojih diferencijacijom nastaju makrofagi. Treca je faza epitelizacije (proliferativna
faza) u kojoj nastupa angiogeneza, sintetizira se novi kolagen i formira ekstracelularni
matriks. U zavrSnoj fazi zarastanja novosintetizirani kolagen se remodelira, zaustavlja se rast
krvnih Zila ¢ime se smanjuje protok krvi i metabolicka aktivnost te se smanjenim brojem
stanica i krvnih Zila formira oZiljak koji se odlikuje visokom ¢vrsto¢om. Ta zadnja faza moze
trajati dulji vremenski period (8-10).

Na proces zacjeljivanja moZe utjecati niz lokalnih (zahvaéeno podrucje i dubina rane,
infekcija rane, prisutnost stranog tijela, prokrvljenost podrucja rane), ali i sustavnih
¢imbenika kao Sto su dob i spol, spolni hormoni, stres, ishemija, prisutnost razlicitih bolesti,
pretilost, primjena lijekova, alkoholizam, pusenje i prehrana (11-14). Infekcija rane te

razmnozavanje bakterija u rani takoder mogu znacajno utjecati na procese uklju¢ene u



proces zacjeljivanja. Infekcija rane ne samo da moZe inhibirati viSestruke procese uklju¢ene u
progresiju zacjeljivanja rane, ve¢ moze rezultirati i sistemskom infekcijom te pojavom sepse

(15). Dodatan problem tome predstavlja porast rezistencije bakterija na antibiotike (6).

Hemostaza
Krvni
. Krasta
ugrusak
Krvne Makrofag
zile )
Fibroblast
Obnovljen
epidermis
Proliferacija i
fibroblasta
Obnovljen
Potkozno dermis
masno tkivo

Slika 1. Faze zacjeljivanja rana (16). Preuzeto i prilagodeno hrvatskome jeziku uz dozvolu
Future Medicine Ltd.-a.

1.3. Dermalna primjena lijekova

Lokalnom primjenom lijekova mogu se osigurati dostatno visoke koncentracije lijeka u kozi i
pritom smanjiti njegova razina u sistemskoj cirukulaciji, ¢ime se izbjegavaju neZeljene
nuspojave. U usporedbi s oralnim putem primjene lijekova, dermalnom primjenom se, osim
gore navedenih ucinaka, izbjegava i nepovoljan utjecaj gastrointestinalnog sustava, zaobilazi
prvi prolaz lijeka kroz jetru, a sama primjena je jednostavna i dobro prihvacena od strane
pacijenta. Usprkos navedenim prednostima lokalne primjene lijekova, barijerna priroda koze,
koju ¢ini roznati sloj (stratum corneum), znacajna je prepreka permeabilosti vecini lijekova.
Da bi se povecala permeabilnost lijeka u kozu, pozornost se posvecuje razvoju novih

terapijskin (nano)sustava kojima bi se nadvladali nedostaci postoje¢ih klasi¢nih



farmaceutskih oblika (17). Terapijski (nano)sustavi koji bi omogucili ciljano djelovanje lijeka i
njegovo kontinuirano oslobadanje na oboljelom mjestu kroz dulji vremenski period, od
velikog su znacaja jer bi se time samnjile nuspojave, toksi¢nost i u¢estalost doziranja, sto bi
bilo povoljnije za pacijenta. Navedene ucinke moguce je postiéi uklapanjem lijeka u
odgovarajuce nanonosace, tj. nanocestice (18).

Prikladnu konzistenciju nanocestica s uklopljenom djelatnom tvari za primjenu na kozu
moguce je postiéi uklapanjem nanocestica u polucvrste podloge. U tom pogledu posebno su
prikladni hidrogelovi (19), i to oni izradeni iz kitozana zbog njegovog povoljnog utjecaja na

proces zacjeljivanja rana (20).

1.4. Hidrogelovi

Hidrogelovi su trodimenzionalne mreZe sastavljene od niti polimera, koje mogu vezati i do
1000 puta viSe vode od njihove vlastite teZine. Zbog velikog udjela vode u svom sastavu,
hidrogelovi izazivaju osjecaj hladenja sto je povoljno svojstvo buduci da je upala praéena
porastom temperature oboljelog podrucja. Hidrogelovi opéenito djeluju kao barijera prodoru
bakterija i drugih mikroorganizama u ranu, apsorbiraju eksudat iz rana, osiguravaju vlaznu
okolinu, potpomazu hemostazu, poti¢u proliferaciju fibroblasta, migraciju keratinocita i
zacjeljivanje rana (16).

Karakteristike hidrogelova znacajno ovise o koristenim polimerima i interakcijama unutar
mreze polimera. Polimeri mogu biti kovalentno umrezeni unutar hidrogela ili medusobno
povezani elektrostatskim interakcijama, vodikovim vezama ili hidrofobnim silama.
Hidrogelovi mogu biti proizvedeni od raznih vrsta gelirajucih tvari (polimera), koji mogu biti
prirodnog, polusintentskog ili sintetskog porijekla. Nerijetko se hidrogelovi izraduju iz

kombinacije sintetskih i prirodnih polimera (21, 22). Od sintetskih polimera ¢esto se koriste



derivati poliakrilne kiseline (Carbopol®), polivinilpirolidon i polietilenglikol. Derivati celuloze
(metilceluloza, hidroksietilceluloza, natrijkarboksimetilceluloza) poznati su kao polusintetski
polimeri, dok se alginat, hijaluronska kiselina, pektin i kitozan ubrajaju u prirodne polimere

(23).

1.5. Kitozan

Kitozan je polimer B-1,4-vezanih jedinica glukozamina (2-amino-2-deoksi-B-D-glukoze) i
manje koli¢ine N-acetilglukozamina. Dobiva se iz hitina (Slika 2), drugog najzastupljenijeg
biopolimera u prirodi (24, 25). Primarne amino skupine karakteristicne za kitozan pridonose
pKa vrijednosti kitozana koja iznosi oko 6,5 (26). U pH okruzenju nizem od navedene pKa
vrijednosti, amino skupine su protonirane d¢ime kitozan postaje topljivi kationski
polielektrolit, dok u okruZzenju viseg pH amino skupine bivaju deprotonirane ¢ime se pokreée
precipitacija polimernih lanaca, te je stoga topljivost kitozana ovisna o pH. Protonirane
amino skupine mogu stvarati ionske komplekse s brojnim anionskim makromolekulama
poput lipida, proteina, DNA, a takoder mogu udi u interakcije i s drugim molekulama zbog
¢ega dolazi do acetilacije, kvarternizacije, reakcije s aldehidima i ketonima te kelacije metala.
Takoder, primarne amino skupine omoguduju razli¢ite kemijske modifikacije kovalentnim
vezanjem drugih funkcionalnih skupina na izvornu molekulu kitozana. Takvim kemijskim
modifikacijama se mogu podesiti svojstva kitozana prema to¢no odredenim namjenama
(27). Hidroksilne skupine takoder pridonose reaktivnosti jer omogucuju stvaranje vodikovih
veza s polarnim atomima susjednih molekula te reakcije eterifikacije i esterifikacije (28).
Prisutnost kationskih amino skupina u molekuli kitozana omogucuje dobru interakciju
(adheziju) polimera s negativno nabijenom povrsinom sluznica. Time se omogucuje dulje

zadrzavanje formulacije na mjestu primjene i stvaraju uvjeti za ucinkovitu lokalnu dostavu



lijeka (29). Osim toga, interakcija kitozana s epitelnim stanicama rezultira reverzibilnim

otvaranjem uskih stani¢nih veza ¢ime se poveéava paracelularna permeabilnost (30).

B) Hitin

_ENO,
A) 40-50% NaOH deacetilaza

Kitozan

(0 \VaAVAVAVAV,AV

HO NH,

NH,

Slika 2. Priprema kitozana iz hitina alkalnom deacetilacijom (A) i enzimatskom deacetilacijom
(B) (24). Preuzeto uz dozvolu Taylor & Francis-a, prilagodeno hrvatskom jeziku.

Kitozan je kao prirodni kationski polimer dosta istraZivan kao antimikrobno sredstvo za
prevenciju i lije¢enje infekcija. Parametri kao Sto su molekularna masa kitozana, ioniziranost,
stupanj deacetilacije te pH medija mogu utjecati na antimikrobna svojstva kitozana (24).
Tocan mehanizam antimikrobnog djelovanja kitozana nije u potpunosti razjasnjen, no smatra
se da nije isti za gram-pozitivne i gram-negativne bakterije zbog razlike u gradi njihove
staniéne stijenke. Pri pH nizem od pKa vrijednosti kitozana, kitozan je polikation koji ulazi u
elektrostatske interakcije s anionskim strukturama poput lipopolisaharida i proteina na

povrsini gram-negativnih bakterija (31). Gram-pozitivne bakterije u svojoj stijenci sadrze



negativno nabijene grupe (poput teikoic¢ne kiseline) s kojima pozitivnho nabijene molekule
kitozana stupaju u interakcije mijenjajuéi permeabilnost stijenke, $to uzrokuje gubitak
esencijalnih tvari iz bakterijske stanice (32). Kitozan takoder ima izvrsne kapacitete keliranja
metala ¢inedi tako esencijalne hranjive tvari potrebne za rast bakterija nedostupnima (33).
Dodatni predloZzeni mehanizam antibakterijskog ucinka ukljuCuje vezanje kitozana za
bakterijsku DNA pomoc¢u protoniranih amino skupina i posljedi¢no inhibiciju sinteze mRNA i
proteina. Antifungalni ucinak kitozana temelji se na supresiji sporulacije i germinacije spora
(32). Inhibitorni uc¢inak kitozana na bakterije i gljivice izrazeniji je u kiselom pH podrucju (31),
buduc¢i da je u luznatom okruZenju kitozan slabo topljiv, a njegove amino skupine nisu
nabijene (34). Osim poviSenja pH, na antimikrobnu aktivnost kitozana negativno utjecu

poviSena temperatura i stajanje tijekom duljeg vremenskog perioda (33).

1.6. Djelovanje i primjena hidrogelova na bazi kitozana

Antimikrobna svojstva kitozana takoder ovise o farmaceutskom obliku kitozana. Kitozan se
najéesce primjenjuje u obliku filmova ili hidrogelova kao obloga za rane, pri éemu se moze
kombinirati i s drugim djelatnim tvarima (24). Hidrogelovi kitozana su karakterizirani dobrom
bioadhezivnosti, biokompatibilnosti i biorazgradljivosti, ali i bioloskim ucincima;
bakteriostatskom i hemostatskom djelovanju te ucinku na zacjeljivanje rana (35, 36). Osim
toga, pokazalo se da kitozanski hidrogelovi ubrzavaju obnovu osSte¢enog vezivnog tkiva, a
time i proces cijeljenja rana (37).

Hidrogelovi na bazi kitozana imaju znacajnu ulogu u razli¢itim fazama zacjeljivanja rana.
Koagulacija i hemostaza se pocinju odvijati u rani odmah nakon ozljede, sprjecavajuci
krvarenje i osiguravajuci prikladnu sredinu potrebnu stanicama u kasnijim fazama cijeljenja

rane (38). Trombociti imaju vaznu ulogu u koagulaciji krvi te oslobadanjem odredenih



citokina poboljSavaju proces zacjeljivanja (39). Kitozan poti¢e povrsSinski induciranu
trombozu i koagulaciju krvi te ubrzava koagulaciju in vivo utjeCuéi na aktivaciju trombocita.
Kitozan je stoga hemostat koji pomaZze prirodno zgruSavanje krvi, ali i blokira Ziv€ane
zavrsetke smanjujuci tako bol (40). U sljedecoj fazi zacjeljivanja rana dominiraju upalne
reakcije posredovane citokinima, kemokinima, faktorima rasta i njihovim djelovanjem na
stani¢ne receptore. Aktiviraju se unutarstani¢ne signalne kaskade koje pridonose stani¢noj
proliferaciji, migraciji i diferencijaciji. Osim toga, kemijski faktori stimuliraju razli¢ite tipove
stanica kao Sto su granulociti i makrofagi na mjesto rane ¢ime se potice zacjeljivanje rane
(41). IstraZivanja su pokazala da obloge na bazi kitozana mogu ubrzati oporavak razlicitih
tkiva i regulirati izlu€ivanje upalnih faktora kao $to su interleukin 8, prostaglandin E,
interleukin 1b i drugi (42). Osim toga, pokazalo se da kitozan djeluje na aktivnost
polimorfonuklearnih leukocita, makrofaga i neutrofila u upalnom podruéju, poticuci
granulaciju tkiva (43). Proliferativna faza, koja pocinje izmedu 2. i 10. dana nakon ozljede
koze (stvaranja rane), obuhvaca neoangiogenezu, formiranje granulacijskog tkiva i
ekstracelularnog matriksa, te reepitelizaciju (44). Hidrogelovi na bazi kitozana mogu
stimulirati proliferaciju fibroblasta i angiogenezu, talozenje kolagena i hijaluronske kiseline u
rani Sto pomaze njenom brzem zacjeljivanju i prevenciji nastanka oziljka (42, 45, 46). U fazi
zarastanja rane kolagenska vlakna pravilno se rasporeduju rezultirajuéi stvaranjem novog
epitela i zacjeljivanjem rane. N-acetilglukozamin prisutan u kitozanu glavna je komponenta
vazna za zacjeljivanje tkiva (47).

Osim Sto mogu potaknuti zacjeljivanje rana u razli¢itim fazama cijeljenja rane, hidrogelovi na
bazi kitozana mogu i ublaziti faktore koji negativno djeluju na proces cijeljenja. Naime, upalni
odgovor je osnova za zacjeljivanje rana, no prekomjerna upalna reakcija moze dovesti do

nekroze lokalnih stanica, Sto sprje¢ava zacjeljivanje. Ako se upala ne kontrolira na vrijeme,



moze dovesti do sistemske infekcije koja potencijalno moZe ugroziti Zivot. Prisutnost
bakterija i inflamatornih stanica u podrucju rane poveéava potrosnju kisika i drugih hranjivih
tvari, ¢ime je narusena proliferacija fibroblasta. Oslobadanjem proteaza i slobodnih radikala
kisika nakon Sto neutrofili fagocitiraju bakterije u inficiranom podrucju, dolazi do ostecenja
tkiva i otapanja kolagena umjesto njegovog deponiranja u tkivo. Eksudati i povecana
napetost koZze uz samu ranu uzrokuju rastvaranje rane, S$to rezultira odgadanjem
zacjeljivanja (48, 49). Zbog svojih antiinflamatornih i antibakterijskih svojstava kitozanski
hidrogelovi mogu inhibirati upalnu reakciju unutar rane te osigurati prikladno
mikrookruZenje za zacjeljivanje (32, 36).

Osim obloga za rane, kitozanski hidrogelovi se istrazuju i kao podloge za uklapanje razlicitih
djelatnih tvari, npr. antimikrobnih lijekova, faktora rasta, mati¢nih stanica itd. (20).
Uklapanje djelatnih tvari moguce je i u odgovarajuée mikro- i nano-nosaCe poput
mikrokapsula, mikrosfera, nanosfera, micela, polimernih prolijekova, virosoma, kubosoma,
nanofibrila te u razli¢ite lipidne nanocestice medu kojima istaknuto mjesto zauzimaju

liposomi (50).

1.7. Liposomi

Otkrice liposoma vezano je uz profesora Banghama koji je sa svojim suradnicima opisao
pojavu da tekudi kristali lecitina u kontaktu s vodom formiraju tvorevine veoma slicne
bioloskim membranama (51). Premda su prvotno istrazivani kao modelne bioloske
membrane, 70-ih godina proslog stolje¢a pocinju istrazivanja liposoma kao nosaca lijekova.
Razlog tome je njihova specificna struktura koja omoguduje uklapanje lijekova razlicitih

svojstava (50).



Osnovnu gradevnu jedinicu liposoma cine fosfolipidi koji su u ovojnici liposoma sloZzeni u
obliku dvosloja, pri ¢emu su polarne, hidrofilne ,glave” orijentirane prema vanjskoj i
unutarnjoj vodenoj fazi zaklanjajuéi pritom nepolarne, hidrofobne ,repove” (lanci masnih

kiselina) jednog prema drugome (Slika 3) (18).

voda

R natanaaTatARRRIATINY .
Shabbabesdliillatiilid

(0K 2] & e WOHE SSNONEONNNN0N
dvosloj (lamelarna faza)
o 0
;’ + voda
)
™
% & Ve unutarnja ‘.9:9:'#7’

‘; mmo vodena @xx™®  yanjska

9
"0-
QO
i
¢
::0
]
=
—_
«Q
e
w
g

., r,
AT,

.:6;‘,#@ faza ."\\\ e vodena
liposom "?, 5 %:% e
AN

fosfolipid

Slika 3. Shematski prikaz formiranja liposoma hidratacijom fosfolipida (52). Preuzeto i
prilagodeno hrvatskome jeziku.

Liposomi su fizioloSki kompatibilne fosfolipidne vezikule koje se sastoje od jednog
(unilamelarni liposomi), nekoliko (oligolamelarni liposomi) ili mnogo koncentri¢no
rasporedenih fosfolipidnih dvoslojeva (multilamelarni liposomi) koji okruzuju unutarnje
vodene odjeljke. Osim toga, postoje i multivezikularni liposomi u kojima su dvoslojevi

fosfolipida nekoncentri¢no poloZeni te sadrze vise unutarnjih vodenih odjeljaka (53).

Zbog specificnih strukturnih svojstava u liposomima se mogu uklopiti lijekovi razlicite
lipofilnosti. Hidrofilni lijekovi se uklapaju u vodeni odjeljak/e, lipofilni unutar dvosloja, dok ¢e
se amfipatski razdijeliti izmedu ta dva podrucja. Svojstva liposoma odredena su fosfolipidnim

sastavom, ¢vrstocom/elasticnoséu dvoslojeva, velicinom liposoma, povrsinskim nabojem i
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lamelarnosti (54). Njihov sastav i fizikalno-kemijska svojstva mogu povecati ili ograniciti
ulazak i difuziju lijeka u/kroz koZu (55).
PredloZeno je vise moguéih mehanizama/interakcija liposoma i koze (Slika 4):

a) penetracija oslobodenog lijeka iz liposoma u kozu,

b) poticanje prolaska lijeka kroz kozu,

c) adsorpcija liposoma na povrsini koze,

d) prolazintaktnih liposomai

e) prolaz liposoma putem koznih privjesaka (dlac¢nih folikula) (56).

Liposom '\

N

Slika 4. Interakcije liposoma i koZe: prolaz oslobodenog lijeka iz liposoma (A), poticanje
prolaska lijeka kroz koZzu (B), adsorpcija i/ili fuzija liposoma (C), prolazak intaktnih vezikula
(D) i prolazak liposoma uz dlacne folikule (E) (56). Preuzeto i prilagodeno hrvatskome jeziku
uz dozvolu Elsevier-a.

Nakon oslobadanja lijeka iz liposoma na povrsini koZe, lijek moZe penetrirati u roZnati sloj

(stratum corenum). Medutim, smatra se da je dostava oslobodenog lijeka u koZzu zanemariva

zbog prirodne barijerne uloge roznatog sloja kojeg Cine gusto pakirane, keratinizirane stanice
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uronjene u lipidni matriks. Transport uklopljenih djelatnih tvari u koZu omogucen je
prvenstveno zbog interakcije lipidne komponente liposoma s lipidima roZznatoga sloja, ¢ime
se destabilizira ¢vrsta barijerna struktura koze te otvara put prolaska djelatnih tvari u kozu
(57). Adsorpcija i/ili fuzija liposoma na povrsini koZze omogucuje uklopljenim tvarima da
difuzijom ulaze u epidermis. Moguénost liposoma da intaktni prolaze kroz roznati sloj ovisi
prvenstveno o veli¢ini liposoma i elasti¢nosti fosfolipidnog dvosloja. Prolaz liposoma putem
koznih privjesaka takoder ovisi o promjeru liposoma i elasti¢nosti dvoslojeva, no taj put nije
dominantan zbog gustode dlacnih folikula (56, 58).

Prema elasti¢nosti/rigidnosti fosfolipidnih dvoslojeva liposoma te pristunosti povrsinski
aktivnih tvari (rubnih aktivatora) ili suotapala, liposomi se klasificiraju na konvencionalne i
elasti¢ne liposome (Slika 5). Elasti¢ni liposomi obuhvacaju deformabilne liposome, etosome,

propilenglikol liposome i invasome.
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Slika 5. Shematski prikaz razli¢itih vrsta liposoma: konvencionalni liposom (A), deformabilni
liposom (B), etosom (C), propilenglikol liposom (D) (59). Preuzeto i prilagodeno hrvatskome
jeziku uz dozvolu Eureka Science (FZC)-a.

12



1.7.1. Konvencionalni liposomi

Fosfolipidni dvoslojevi konvencionalnih liposoma sastoje se od neutralnih fosfolipida
(fosfatidilkolin) ili kombinacije neutralnih i negativno nabijenih fosfolipida, bez ili s dodatkom
kolesterola (Slika 5A). Vecina studija potvrdila je mali potencijal konvencionalnih liposoma u
transdermalnoj dostavi lijekova. Oni se vec¢inom odlazu na povrsini koze zbog rigidnosti
fosfolipidnih dvoslojeva, pri cemu fosfolipidi djeluju kao pospjesivaci penetracije uklopljenog

lijeka u gornje slojeve epidermisa (54, 58, 60, 61).

1.7.2. Deformabilni liposomi

Pocetkom 90-ih godina proslog stoljeéa Cevc i Blume (57) predstavili su liposome
karakterizirane elasti¢nim fosfolipidnim dvoslojevima, tzv. deformabilne liposome. Poznati
su i pod nazivima elasti¢ni, fleksibilni, ultraformabilni liposomi ili Transferosomi® (62, 63).
Osim neutralnih fosfolipida ili kombinacije neutralnih i negativno/pozitivno nabijenih
(fosfo)lipida, dvoslojevi deformabilnih liposoma sadrze 10-30% (m/m) rubnog aktivatora koji
destabilizira  integritet/¢vrsto¢u  liposomskih  dvoslojeva  ¢ime se  povecava
deformabilnost/elasti¢cnost membrane liposoma (Slika 5B). Rubni aktivatori zapravo su
jednolancani surfaktanti s velikim radijusom zaobljenosti, ¢ime se smanjuje stabilnost
dvosloja, narusava njegova struktura tj. povecava deformabilnost ovojnice. Optimalnim
omjerom fosfolipida i surfaktanta postizu se Zeljena elasti¢na svojstva liposoma (58).
Predlozena su dva mehanizma kojima deformabilni liposomi poboljSavaju dostavu lijeka
u/kroz kozu; prolaz intaktnih vezikula i poticanje prolaska lijeka kroz kozu (Slika 4). Koji ée
mehanizam prevladati ponajviSse ovisi o fizicko-kemijskim svojstvima uklopljenog lijeka.
Uklapanje hidrofilnih lijekova u deformabilne liposome moZe dovesti do stvaranja jo$ jedne

lipidne barijere na povrsini koZze smanjujuéi tako njihov prolaz u kozu, te je stoga za njih
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vaznija interakcija fosfolipida liposoma i koZze nego prolaz intaktnih liposoma. S druge pak
strane, za lipofilne lijekove dominira mehanizam prolaska intaktnih vezikula jer liposomska
ovojnica ne Cini zapreku prolaska zbog visoke topljivosti lijeka u lipidima. Hoce li se lijek
odlagati u gornjim slojevima koze ili ¢ée prodrijeti u dublje slojeve koZe, ovisi i o oslobadanju
lijeka iz vezikula, a na njega utjece afinitet vezanja lijeka u vezikule i topljivost lijeka u
lipidima koZe. Zato ¢e liposomi iz kojih se lijek sporo oslobada, djelovati poput spremisnih

sustava koji polako oslobadaju lijek u kozu (56, 58, 64).

1.7.3. Etosomi

Etosomi su elasti¢ni liposomi koje su izvorno razvili Touitou i suradnici (65). Sastoje se od
fosfolipida i vode kao i konvencionalni liposomi, ali dodatno sadrze visok udio etanola (20-
45%) (Slika 5C). Etanol je u etosomima prisutan u vanjskom ili unutarnjem monosloju
liposoma, te unutarnjem vodenom odjeljku etosoma i vanjskoj vodenoj fazi. Predlozeni
mehanizam poboljSane dostave lijeka u koZu putem etosoma ukljuéuje ucinak etanola iz
vanjske vodene faze etosoma na fluidiziranje intercelularnog lipidnog matriksa koze, te
ucinak etanola unutar fosfolipidnog dvosloja na povec¢anu membransku elasti¢énost etosoma.
Lipidi roZznatog sloja koze pri fizioloskoj temperaturi veoma su gusto pakirani i konformacijski
poslozZeni. U kontaktu s lipidima, etanol smanjuje temperaturu faznoga prijelaza lipida te
tako povecava njihovu fluidnost, sto u konacnosti rezultira porastom propusnosti roznatoga
sloja koZe. Bududi da etanol povecava i fleksibilnost ovojnice etosoma, takve elasti¢ne
vezikule lakSe prolaze kroz roznati sloj u kojem je narusen integritet intercelularnog lipidnog
matriksa (58). U usporedbi s deformabilnim liposomima, koji mogu povecati isporuku

uklopljene djelatne tvari (lijeka) u koZzu samo kada se primjenjuju pod neokluzivnim zavojima
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(63), etosomi su ucinkoviti i pod neokluzivnim (66, 67) i pod okluzivnim uvjetima primjene

(66, 68).

1.7.4. Propilenglikol liposomi

Propilenglikol liposomi predstavljaju noviju generaciju elasti¢nih liposoma sastavljenih od
fosfolipida, propilenglikola i vode (Slika 5D). Udio propilenglikola u liposomskim disperzijama
varira od 10-30% (69). Slicno kao i etanol u etosomima, propilenglikol utjece na narusavanje
integriteta roznatog sloja koZe, povecava elasti¢nost liposomskih dvoslojeva te pospjesuje
topljivost i uklapanje slabo topljivih lijekova u liposome. Propilenglikol liposomi su se

pokazali prikladnima za dermalnu i transdermalnu dostavu lijekova (70-72).
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2. CIL ISTRAZIVANJA

Kitozan je biorazgradljiv i bioadhezivan polimer sto je od iznimne vaZznosti u pogledu izrade i
primjene kitozanskih hidrogelova kao poluévrstih podloga za oblikovanje topikalnih lijekova.
Kitozan posjeduje i bioloske ucinke, djeluje hemostatski i poti¢e zacjeljivanje rana. Premda je
dokazano da sam kitozan djeluje antimikrobno na razli¢ite vrste bakterija i gljivica (31),
pregledom literature nisu pronadene studije u kojima je ispitivan antimikrobni uc¢inak samih
kitozanskih hidrogelova, bez uklopljene djelatne tvari.

Stoga je jedan od ciljeva ovog rada bio ispitati intrinzi¢ni antimikrobni ucinak kitozanskih
hidrogelova, pripravljenih iz razliitih tipova kitozana: niske, srednje i visoke molekularne
mase. Ispitivanja su provedena na nacin da su hidrogelovi inokulirani test mikroorganizmima
(Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Candida albicans ATCC 10231 i Aspergillus brasiliensis ATCC 16404) i ¢uvani u
propisanim uvjetima, a redukcija broja mikroorganizama praéena je kroz odredene
vremenske intervale tijekom 28 dana.

Kako bi se utvrdilo potenciraju li kitozanski hidrogelovi antimikrobni ucinak uklopljenog
antibiotika, provedena su in vitro ispitivanja antibakterijskog djelovanja razli¢itih tipova
kitozanskih hidrogelova s uklopljenim azitromicinom na bakterijskom soju S. aureus ATCC
6538 agar-difuzijskim testom. Ispitivanja su dodatno prosirena na liposomske hidrogelove
(liposomi s azitromicinom uklopljeni u kitozanski hidrogel), buduéi da je dokazano da se
uklapanjem antibiotika u liposome odredenih fizicko-kemijskih svojstava moZe povedcati
njegova antibakterijska aktivnost, modificirati permeabilnost lijeka u koziu te osigurati
produljeno oslobadanje antibiotika, Sto se u konaénosti odrazava na terapijsku ucinkovitost.
Ispitivanja su provedena s liposomima negativnog naboja na povrsini koji su se medusobno
razlikovali po elasti¢nosti/rigidnosti fosfolipidnih dvoslojeva, te je antibakterijska aktivnost
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razli¢itih liposomskih hidrogelova s azitromicinom usporedivana s kontrolnim kitozanskim
hidrogelovima azitromicina, liposomskim disperzijama azitromicina, otopinom azitromicina

te izvornim kitozanskim hidrogelovima.

17



3.

3.1

MATERIJALI | METODE

Materijali
kitozan male molekularne mase (Sigma-Aldrich, St. Louis, Sjedinjene Americke Drzave,
SAD)
kitozan srednje molekularne mase (Fluka Biochemika, Steinheim, Njemacka)
kitozan velike molekularne mase (Fluka Biochemika, Steinheim, Njemacka)
mlije¢na kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
propilenglikol (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
etanol (BDH Prolabo, Lutterworth, Ujedinjeno Kraljevstvo)
azitromicin dihidrat (PLIVA Croatia Ltd., Zagreb, Hrvatska)
fosfatidilkolin iz Zumanjaka jaja (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Njemacka)
fosfatidilglicerol-natrij (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Njemacka)
monoacilfosfatidilkolin iz soje (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Njemacka)
hidrogenirani sojin fosfatidilkolin (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Njemacka)
fosfatni pufer, pH 7,5
fosfatni pufer, pH 8,0
uredaj za odredivanje srednjeg promjera i zeta potencijala liposoma (Zetasizer 3000HS,
Malvern Instruments, Malvern, Ujedinjeno Kraljevstvo)
standard za odredivanje veli¢ine liposoma, 200 nm (Duke Scientific Corporation, SAD)
standard za odredivanje zeta potencijala, -50 mV (Zeta Potential Transfer Standard,
Malvern, Ujedinjeno Kraljevstvo)
celulozno-nitratna membrana veli¢ine pora 0,45 um (Sartorius AG, Gottingen, Njemacka)
polikarbonatna membrana promjera pora 400 nm (LiposoFast Basic, Avestin, Kanada)
pH-metar i elektroda za poluévrste pripravke (Mettler-Toledo, Greifensee, Svicarska)
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« triptoza sojin agar (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francuska)
« Sabouraudov dekstrozni agar (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francuska)
« D/E bujon za neutralizaciju (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, Francuska)

. Difco antibiotski medij 11 (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, Francuska)

Fosfatni pufer, pH 7,5 pripremljen je otapanjem 1,3609 g KH,PO4 (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
u demineraliziranoj vodi koriste¢i odmjernu tikvicu od 1000 ml. pH pufera je podeSen na 7,5
dodatkom 10 M otopine KOH. Tako pripravljen pufer je zatim profiltriran kroz celulozno-

nitratnu membranu velicine pora 0,45 um.

Fosfatni pufer, pH 8,0, koristen u mikrobioloskim ispitivanjima, pripremljen je otapanjem
16,73 g KoHPO4 (Kemika, Zagreb, Hrvatska) i 0,523 g KH,PO4 (Kemika, Zagreb, Hrvatska) u

procis¢enoj vodi (odmjerna tikvica od 1000 ml).

Sva mikrobioloska ispitivanja provedena su u aseptickim uvjetima primjenjujuci asepticne

tehnike rada.
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3.2. Postupak priprave kitozanskih hidrogelova

Kitozanski hidrogelovi (4%, 3% i 2,5% m/m) pripravljeni su otapanjem kitozana niske (LMW),
srednje (MMW) i visoke molekularne mase (HMW) u 3,5% (v/v) mlije¢noj kiselini (Tablica 1)
u ¢asi od 150 ml, mijeSanjem polimera i kiseline sa staklenim Stapi¢cem. Potom je dodan
propilenglikol te se smjesa nastavila mijesati tijekom daljnjih 5-10 minuta. Nakon toga je
dodana demineralizirana voda, smjesa je homogenizirana, prekrivena parafiimom i

ostavljena preko noéi na sobnoj temperaturi kako bi se omogudéilo potpuno bubrenje i

hidratacija polimera. Ukupna masa ovako pripravljenih hidrogelova iznosila je 100 g.

Tablica 1. Sastav kitozanskih hidrogelova

Tip Kitozan 3,5% (v/v) mlijeéna | Propilenglikol | Demineralizirana
kitozana (g) kiselina (g) (g) voda (g)
LMW 4 44 10 42
MMW 3 44 10 43
HMW 2,5 40 10 47,5

HMW, kitozan visoke molekularne mase; LMW, kitozan niske molekularne mase; MMW, kitozan
srednje molekularne mase.

3.3. Postupak pripreme liposoma

Pripravljeni su konvencionalni i dvije formulacije elasti¢nih liposoma s azitromicinom.
Konvencionalni liposomi (CL) su pripremljeni modificiranom proliposomskom metodom (73).
Fosfatidilkolin i azitromicin (Tablica 2) otopljeni su u etanolu (300 mg), nakon ¢ega je dodano
0,5 ml fosfatnog pufera (pH 7,5) uz kontinuirano mijeSanje na magnetskoj mjesalici (600
okretaja/min, 60 °C). Tako pripravljena proliposomska mikstura ohladena je na sobnu
temperaturu i zatim je prevedena u liposomsku disperziju polaganim dodavanjem fosfatnog

pufera (pH 7,5) do konacnog volumena disperzije liposoma (10 ml). Kontinuirano mijesanje
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disperzije (600 okretaja/min) na sobnoj temperaturi nastavljeno je tijekom daljnjih 45
minuta.

Za pripravu elasti¢nih liposoma, propilenglikol liposoma (PGL) i deformabilnih propilenglikol
liposoma (DPGL), koristena je metoda razrjedenja poliola (74). Odgovaraju¢e mase razlicitih
fosfolipida i azitromicina (Tablica 2) su otopljene u propilenglikolu u ¢asici od 25 ml koristeci
magnetsku mijeSalicu (600 okretaja/min, 50 °C). Zatim je dodan 1 ml fosfatnog pufera (pH
7,5), prethodno zagrijan na istu temperaturu. Smjesa je mijeSana oko 2 min (50 °C) te je
nakon toga razrijedena s 9 ml fosfatnog pufera (pH 7,5), postepenim dodavanjem (kap po
kap), uz kontinuirano mijesanje na magnetskoj mjesalici (45 min).

Konacni volumen svih liposomskih disperzija iznosio je 10 ml.

Disperzije propilenglikol i deformabilnih propilenglikol liposoma s azitromicinom (PGL i
DPGL) su ruéno ekstrudirane kroz polikarbonatne membrane promjera pora 400 nm na
sobnoj temperaturi (3 ciklusa), dok su konvencionalni liposomi (CL) prije ekstruzije
prethodno zagrijani na temperaturu od 50 °C. Sve disperzije liposoma ¢uvane su u hladnjaku

na 4 °C do daljnjih ispitivanja.

Tablica 2. Sastav liposoma s azitromicinom

Tip EPC EPG  SPC-3 SLPC-80 AZT PG Fosfatni pufer,
liposoma (mg) (mg)  (mg) (mg) (mg) (g PHZ,5(mI)
cL 140 10 50 ; 30 ; 10
PGL 190 10 ; ; 30 1 9
DPGL 160 10 - 30 30 1 9

AZT, azitromicin; CL, kovencionalni (klasi¢ni) liposomi; DPGL, deformabilni propilenglikol liposomi;
EPC, fosfatidilkolin iz Zumanjaka jaja; EPG, fosfatidilglicerol-natrij; PG, propilenglikol; PGL,
propilenglikol liposomi; SLPC-80, monoacilfosfatidilkolin iz soje; SPC-3, hidrogenirani sojin
fosfatidilkolin.
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3.3.1. Mjerenje veliine i zeta potencijala liposoma

Srednji promjeri, indeksi polidisperznosti (PDI) i zeta potencijali liposoma s azitromicinom
odredivani su na instrumentu Zetasizer 3000HS na 25 °C koristeci kut rasprsivanja od 90° (za
mjerenje veli¢ine i indeksa polidisperznosti) i kapilarnu ¢eliju s opti¢kim modulatorom pri
1000 Hz (za mjerenje zeta potencijala). Prije mjerenja, instrument je kalibriran s
odgovarajucim standardima za velicinu i zeta potencijal. Uzorci za mjerenje su pripremljeni
razrjedivanjem liposomskih disperzija s odgovaraju¢im volumenom fosfatnog pufera, pH 7,5

(74).

3.3.2. Odredivanje elasti¢nosti/rigidnosti liposoma s azitromicinom

Elasticnost/rigidnost fosfolipidnih dvoslojeva razli¢itih tipova liposoma s azitromicinom
odredena je koriStenjem uredaja koji omoguéuje kontinuiranu ekstruziju liposoma kroz
polikarbonatne membrane veli¢ine pora od 100 nm (rp) pod stalnim tlakom (2,5 bara) u
odredenom vremenu (5 minuta). Ispitivanje se baziralo na odredivanju mase ekstrudiranih
liposoma (J) i srednjeg promjera liposoma nakon ekstruzije (rv) (74). Stupanj
elasti¢nosti/rigidnosti fosfolipidnih dvoslojeva (E) liposoma s azitromicinom izracunat je

primjenom sljedeéeg izraza:

E=1" (rnrp)>.

3.4.  Priprava liposomskih hidrogelova s azitromicinom

Liposomi s azitromicinom (CL, PGL i DPGL), kod kojih je prethodno provedeno odjeljivanje
neuklopljenog azitromicina, ruc¢no su umijeSani u razlicite kitozanske hidrogelove
(pripravljene iz kitozana razlicitih molekularnihn masa) u koncentraciji 30% (m/m;

liposomi/kitozanski hidrogel s liposomima). Na isti nacin pripravljeni su i kontrolni uzorci
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hidrogelova. Oni su umjesto liposoma sadrzavali otopinu azitromicina uklopljenu u
kitozanske hidrogelove u koncentracijama koje odgovaraju koncentraciji azitromicina u
liposomima. Za otapanje azitromicina koristena je smjesa koncentriranog etanola i vode
(6/4, v/v). Udio otopine azitromicina u kontrolnim kitozanskim hidrogelovima iznosio je 30%

(m/m).

3.5. Ispitivanje antimikrobnog ucinka izvornih kitozanskih hidrogelova

Procjena antimikrobne aktivnosti izvornih kitozanskih hidrogelova (4% niskomolekularni
kitozan, 3% srednjemolekularni kitozan i 2,5% visokomolekularni kitozan, m/m) odredivana
je na temelju logaritamske redukcije broja test mikroorganizama u odnosu na njihov pocetni
(inokulirani) broj koriste¢i farmakopejske metode koje se primijenjuju za ispitivanje
ucinkovitosti konzervansa u pripravcima za topikalnu primjenu (Ph. Eur. 9.0, poglavlje 5.1.3.,
2018; USP41-NF36, poglavlje <51>, 2018). Kriteriji prihvatljivosti prema farmakopejskim
zahtjevima za topikalne pripravke prikazani su u Tablicama 3 i 4, pri ¢emu se Tablica 3 odnosi
na Europsku farmakopeju (Ph. Eur. 9.0, poglavlje 5.1.3., 2018), a Tablica 4 na Americku
farmakopeju (USP41-NF36, poglavlje <51>, 2018). Kriterij A predstavlja preporucenu
antimikrobnu djelotvornost pripravka. U opravdanim slu¢ajevima kada se ne moze postiéi
antimikrobna djelotvornost u skladu s kriteriem A (npr. zbog povecanog rizika od
nuspojava), mora biti zadovoljen kriterij B (Ph. Eur. 9.0, poglavlje 5.1.3., 2018). Smatra se da
nije prisutno povecanje broja test mikroorganizama ukoliko njihov broj nije veéi od 0,5 logio
u odnosu na njihov broj u prethodnom vremenskom intervalu (USP41-NF36, poglavlje <51>,

2018).
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Tablica 3. Kriteriji prihvatljivosti prema zahtjevima Europske farmakopeje (Ph. Eur. 9.0,
poglavlje 5.1.3., 2018)

Logaritamska redukcija
Mikroorganizmi Kriterij
2.dan 7.dan | 14.dan | 28.dan
A 2 3 - NI
Bakterije

B - - 3 NI

A - - 2 NI
Kvasci i plijesni

B - - 1 NI

NI, nema povecanja broja mikroorganizama u odnosu na ispitivanje u prethodnom
vremenskom razdoblju.

Tablica 4. Kriteriji prihvatljivosti prema zahtjevima Americke farmakopeje (USP41-NF36,
poglavlje <51>, 2018)

] L. Kriterij prihvatljivosti
Mikroorganizmi | Interval
Ne manje od 2,0 logaritamske redukcije u odnosu
14. dan
na pocetni broj mikroorganizama.
Bakterije
Ne smije biti veci broj mikroorganizama u odnosu
28. dan
na njihov broj 14. dana.
Ne smije biti veci broj mikroorganizama u odnosu
14. dan
na pocetni broj mikroorganizama.
Kvasci i plijesni
Ne smije biti veéi broj mikroorganizama u odnosu
28. dan
na pocetni broj mikroorganizama.
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Ispitivanje antimikrobne aktivnosti izvornih kitozanskih hidrogelova provedeno je na

sljedeéim test mikroorganizmima:

Staphylococcus aureus ATCC 6538,

« Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
« Escherichia coli ATCC 8739,

« Candida albicans ATCC 10231 i

o Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.

Suspenzije navedenih ATCC kultura pripremljene su tzv. seed lot postupkom odrzavanja
kultura mikroorganizama s manje od pet pasaZa od jedne serije mati¢ne kulture. Suspenzije
inokuluma s koncentracijom mikroorganizama od 10% CFU/ml pripremljene su u fizioloskoj
otopini za bakterije i kvasce, a za plijesni u fizioloSkoj otopini s 0,05% Polisorbata 80. Ciljana
koncentracija test mikroorganizama u ispitivanom uzorku iznosila je 10°-10° CFU/ml

odnosno CFU/g, a volumen inokuluma iznosio je 0,5-1% volumena ispitivanog uzorka.

Ispitivanje je provedeno na slijededi nacin: U odgovarajuée spremnike odvagano je po 20 g
ispitivanih uzoraka izvornih kitozanskih hidrogelova, pri ¢emu je za svaki test
mikroorganizam upotrebljavan zaseban spremnik. Uzorak hidrogela u spremniku je
inokuliran s 0,1 ml suspenzije bakterija i 0,2 ml suspenzije kvasaca, odnosno plijesni. Nakon
inokulacije, uzorci hidrogelova su dobro izmijesani radi postizanja homogene distribucije
mikroorganizama te su Cuvani pri temperaturi 20-25 °C, zasti¢eni od svjetla, tijekom 28
dana.

Broj ispitivanih (test) mikroorganizama u inokuliranim uzorcima kitozanskih hidrogelova
odredivan je neposredno po inokulaciji, te u propisanim vremenskim intervalima u skladu s

navedenim farmakopejskim zahtjevima (Tablice 3 i 4) prema farmakopejskim metodama (Ph.
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Eur. 9.0, poglavlje 5.1.3., 2018; USP41-NF36, poglavlje <51>, 2018) odredivanja broja
mikroorganizama ugradnjom u krutu hranjivu podlogu (eng. Pour-plate method). U tu svrhu
odvagano je po 1 g inokuliranog uzorka hidrogela za svaki test mikroorganizam te su
pripremljena serijska razrjedenja uzorka od 10 do 10® u epruvetama s 9 ml bujona za
neutralizaciju. Broj mikroorganizama je odredivan direkthnom metodom u duplikatu, na nacin
da je u Petrijeve zdjelice paralelno stavljeno po 1 ml svakog razrjedenja ispitivanog uzorka i
homogenizirano s 15-20 ml prethodno otopljene hranjive podloge. Za rast bakterija
upotrebljavan je triptoza sojin agar (eng. Tryptic Soy Agar, TSA) te je provedena inkubacija
tijekom 3-5 dana pri 30—-35 °C. Za rast kvasaca i plijesni koristen je Sabouraudov dekstrozni
agar (eng. Sabouraud Dextrose Agar, SDA). Inkubacija je provedena pri 20-25 °C tijekom 5
dana za kvasce, te tijekom 5-7 dana za plijesni.

Tijekom provedbe testa antimikrobne aktivnosti izvornih kitozanskih hidrogelova paralelno
je proveden test negativne kontrole odnosno kontrole mikrobioloske Cisto¢e uzoraka
hidrogelova koji nisu inokulirani test mikroorganizmima, te test pozitivne kontrole kojeg su

predstavljali inokulimi ispitivanih mikroorganizama.

Nakon provedene inkubacije uzoraka kitozanskih hidrogelova inokuliranih test
mikroorganizmima, na temelju broja izraslih kolonija u zadanim vremenskih intervalima,
izraCunat je broj mikroorganizama u 1 g ispitivanog uzorka prema sljedeéem izrazu:

1

X - )
10"

pri ¢éemu X predstavlja broj izraslih kolonija u odredenom razrjedenju, a n oznacava
razrjedenje uzorka. Na temelju broja mikroorganizama u 1 g ispitivanog uzorka izracunata je

pripadajuda logaritamska (logio) vrijednost.
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3.6. Ispitivanje antibakterijskog ucinka liposomskih hidrogelova metodom difuzije
Antibakterijska aktivnost razliCitih liposomskih hidrogelova s azitromicinom odredivana je in
vitro tzv. agar-difuzijskim testom na bakterijskom soju S. aureus ATCC 6538. U tu svrhu
prireden je inokulum bakterije S. aureus ATCC 6538 u koncentraciji od 1x10® CFU/ml.
Razrijeden je puferiranom otopinom natrij klorida, pH 7,0 (1:10) i zatim ravnomjerno
dispergiran (1:100) u teku¢em antibiotskom mediju 11. Po 20 ml inokuliranog agara
pipetirano je u svaku sterilnu Petrijevu plo¢u (90 x 15 mm) i ostavljeno na ravnoj povrsini da
se skrutne. Zatim je na svakoj ploci izbuseno Sest jaZzica (promjera 6 mm) pomodu
steriliziranih cijevi od nehrdajuceg celika i po 0,1 ml tekuée disperzije uzorka je dodano u
jazice. Ploce su postavljene na inkubaciju na 37 °C u aerobnim uvjetima tijekom naredna 24
sata. Nakon inkubacije opaZen je konfluentan rast bakterija na ploci, $to je ujedno dokaz
hranjivosti podloge. Promjeri zona inhibicije rasta bakterija mjereni su u milimetrima.

Ako zona inhibicije nije prisutna oko jaZice, smatra se da ispitivani uzorak nema baktericidno
djelovanje na ispitivani soj bakterija.

Ovim postupkom ispitivani su: uzorci razli¢itih tipova liposoma s azitromicinom, uzorci
liposomskih hidrogelova pripravljenih s razli¢itim tipovima liposoma i kitozana, razliciti
kitozanski hidrogelovi s otopinom azitromicina te izvorni kitozanski hidrogelovi. U tri jaZice
(Slika 6; pozicije 2, 4 i 6), ukapavana je disperzija liposoma s azitromicinom kao referentna
disperzija. U preostale tri jazice (Slika 6; pozicije 1, 3 i 5) stavljene su tekuée disperzije
liposomskih hidrogelova, pri ¢emu je koncentracija azitromicina u liposomskim
hidrogelovima bila ekvivalentna onoj u liposomskim disperzijama. Masa azitromicina u 0,1
ml ispitivanih uzoraka iznosila je oko 1 ug. Isti postupak proveden je s otopinom azitromicina
(Slika 6; pozicije 2, 4 i 6) kao referentnom otopinom, te kitozanskim hidrogelovima s

inkorporiranom otopinom azitromicina (Slika 6; pozicije 1, 3 i 5). Pritom je koncentracija
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azitromicina u hidrogelovima bila ista kao u liposomskim hidrogelovima. Dodatno je kao
kontrola ispitano djelovanje izvornih kitozanskih hidrogelova (Slika 6, pozicije 1, 3 i 5) i
otapala koristenog za pripremu otopine azitromicina (Slika 6, pozicije 2,4 i 6).

Sva ispitivanja su provedena u duplikatu.

Slika 6. Shematski prikaz ukapavanja tekucih disperzija ispitivanih uzoraka u bijele (pozicije 2,
4i6)icrne jaZice (pozicije 1, 3i5).

Pozicija Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak
2,4,6 CL PGL DPGL AZT oT

1 CL-LMW PGL-LMW DPGL-LMW AZT-LMW LMW

3 CL-MMW PGL-MMW DPGL-MMW | AZT-MMW MMW

5 CL-HMW PGL-HMW DPGL-HMW | AZT-HMW HMW

AZT, otopina azitromicina; AZT-HMW, visokomolekularni kitozanski hidrogel s otopinom azitromicina;
AZT-LMW, niskomolekularni kitozanski hidrogel s otopinom azitromicina; AZT-MMW,
srednjemolekularni kitozanski hidrogel s otopinom azitromicina; CL, konvencionalni liposomi s
azitromicinom; CL-HMW, konvencionalni liposomi s azitromicinom u visokomolekularnom
kitozanskom hidrogelu; CL-LMW, konvencionalni liposomi s azitromicinom u niskomolekularnom
kitozanskom hidrogelu; CL-MMW, konvencionalni liposomi s azitromicinom u srednjemolekularnom
kitozanskom hidrogelu; DPGL, deformabilni propilenglikol liposomi s azitromicinom; DPGL-HMW,
deformabilni propilenglikol liposomi s azitromicinom u visokomolekularnom kitozanskom hidrogelu;
DPGL-LMW, deformabilni propilenglikol liposomi s azitromicinom u niskomolekularnom kitozanskom
hidrogelu; DPGL-MMW,  deformabilni  propilenglikol  liposomi s  azitromicinom u
srednjemolekularnom kitozanskom hidrogelu; HMW, visokomolekularni kitozanski hidrogel; LMW,
niskomolekularni kitozanski hidrogel; MMW, srednjemolekularni kitozanski hidrogel; OT, otapalo
koristeno za pripremu otopine azitromicina (smjesa etanola i vode, 4/6, v/v); PGL, propilenglikol
liposomi s azitromicinom; PGL-HMW, propilenglikol liposomi s azitromicinom u visokomolekularnom
kitozanskom hidrogelu; PGL-LMW, propilenglikol liposomi s azitromicinom u niskomolekularnom
kitozanskom hidrogelu; PGL-MMW, propilenglikol liposomi s azitromicinom u srednjemolekularnom
kitozanskom hidrogelu.
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4. REZULTATI

4.1. Kitozanski hidrogelovi

Svim izvornim kitozanskim hidrogelovima izmjeren je pH koriStenjem pH-metra i elektrode za
polucvrste pripravke. Mjerenja su provedena na temperaturi od 25 °C, a rezultati su

prikazani Tablicom 5.

Tablica 5. pH vrijednosti izvornih kitozanskih hidrogelova

Tip Koncentracija pH
kitozana kitozana (%, m/m) vrijednost
LMW 4 4,66
MMW 3 4,97
HMW 2,5 4,67

HMW, visokomolekularni kitozan; LMW, niskomolekularni kitozan;
MMW, srednjemolekularni kitozan.

4.2. Fizicko-kemijska svojstva liposoma s azitromicinom

U hidrogelove pripravljene iz kitozana razli¢itih molekularnih masa uklopljeni su razliditi
tipovi liposoma s azitromicinom; konvencionalni (CL), propilenglikol (PGL) i deformabilni
propilenglikol liposomi (DPGL). Provedna je osnovna fizicko-kemijska karakterizacija

liposoma, a rezultati su prikazani Tablicom 6.

Tablica 6. Fizicko-kemijska svojstva liposoma s azitromicinom

Tip Srednji PDI Zeta potencijal Stupanj ug uklopljenog

liposoma | promjer (nm) (mV) elasti¢nosti (E) | AZT/mg lipida
CL 253+3 0,17+0,03 -62,5+0,8 0,56+0,2 6,86+ 0,9
PGL 2162 0,19+0,02 -56,2+0,7 12,64 +0,2 7,86+0,3
DPGL 1791 0,20+ 0,02 -54,3+0,6 17,02+0,3 7,55+0,7

AZT, azitromicin; CL, konvencionalni liposomi s azitromicinom; DPGL, deformabilni propilenglikol
liposomi s azitromicinom; PDI, indeks polidisperznosti; PGL, propilenglikol liposomi s azitromicinom.
Prikazani rezultati predstavljaju prosjec¢ne vrijednosti dobivene iz 3 mjerenja (srednji promjer, indeks
polidisperznosti, stupanj elasti¢nosti, uklapanje AZT-a), odnosno 5 mjerenja (zeta potencijal).
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Srednji promjeri liposoma s azitromicinom kretali su se izmedu 180 nm (DPGL) i 250 nm (CL)
te su bili karakterizirani niskim indeksom polidisperznosti (<0,2). Takvi rezultati posljedica su
provedene homogenizacije izvornih liposomskih disperzija postupkom ekstruzije liposoma
kroz polikarbonatne membrane. lzrazito negativne vrijednosti zeta potencijala svih liposoma
(-55 do -60 mV) posljedica su prisutnog fosfatidilglicerola (5%) u fosfolipidnim dvoslojevima.
Konvencionalni liposomi su bili karakterizirani ¢vrs¢im/rigidnim membranama u odnosu na
elasti¢ne liposome; PGL i DPGL. Tako je stupanj membranske elasti¢nosti (E) propilenglikol
liposoma bio 22 puta vedi, a kod deformabilnih propilenglikol liposoma gotovo 30 puta veci
od stupnja membranske elasti¢nosti konvencionalnih liposoma (0,56). Takvi rezultati
posljedica su prisutnog propilenglikola (10%) u disperzijama propilenglikol i deformabilnih
propilenglikol liposoma, koji se interkalira u vanjske i unutarnje monoslojeve te doprinosi
fleksibilnosti (elasti¢nosti) dvoslojeva. Veca elasti¢nost deformabilnih propilenglikol liposoma
(17) u odnosu na propilenglikol liposome (12,6) posljedica je prisutnog lizofosfolipida (30%) u
dvoslojevima deformabilnih propilenglikol liposoma. Neovisno o fosfolipidnom sastavu i
prisustvu propilenglikola, svi liposomi uklopili su podjednaki udio azitromicina koji se kretao

od 6,86 pug/mg lipida (CL) do 7,86 ug/mg lipida (PGL).

4.3.  Antimikrobna aktivnost izvornih kitozanskih hidrogelova

Procjena antimikrobnog ucinka izvornih kitozanskih hidrogelova provedena je na nacin
detaljno opisan u poglavlju 3.5. Rezultati ispitivanja izrazeni su kao logaritamska redukcija
broja mikroorganizama u odnosu na inokulum (pocetni broj mikroorganizama), odnosno kao
logaritamska redukcija broja mikroorganizama izmedu dva vremenska intervala ispitivanja
(ovisno o kriterijima prihvatljivosti navedenim u Tablicama 3 i 4). Pritom su kolonije

ispitivanih mikroorganizama na TSA, odnosno SDA hranjivim podlogama predstavljale
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inokulume odnosno pozitivhu kontrolu (Slika 7), a hidrogelovi koji nisu inokulirani test

mikroorganizmima negativnu kontrolu (Slika 8).

] r ® ? . . N
/ S.aureus [N P. aeruginosa |’
3 ian
/ oo \
.l“ :J

Slika 7. Kolonije ispitivanih sojeva bakterija na TSA, te kvasaca i plijesni na SDA hranjivim
podlogama (inokulum, pozitivna kontrola).

Slika 8. Izvorni kitozanski hidrogelovi pripravljeni iz niskomolekularnog (LMW),
srednjemolekularnog (MMW) i visokomolekularnog (HMW) kitozana koji nisu inokulirani
ispitvanim mikroorganizmima (negativna kontrola na TSA hranjivoj podlozi), nakon 28 dana
inkubacije.
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Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti izvornih kitozanskih hidrogelova prikazani su
Slikama 9-16 te Tablicama 7-9.

Neovisno o tipu kitozana koriStenom za izradu hidrogelova, tijekom 28 dana ispitivanja svi su
hidrogelovi pokazali intrinzicnu antibakterijsku i antifungalnu aktivnost prema zadanim
uvjetima testiranja (poglavlje 3.5.). Jedino je aktivnost kitozanskih hidrogelova prema plijesni
(A. brasiliensis ATCC 16404) bila slaba, te je ve¢ nakon 14 dana ispitivanja uoceno prisustvo
odredenog broja kolonija plijesni (niskomolekularni kitozanski hidrogel: 7,0 x 10* CFU/ml,
Slika 11; srednjemolekularni kitozanski hidrogel: 1,1 x 10* CFU/ml, Slika 13 te
visokomolekularni kitozanski hidrogel: 1,1 x 10* CFU/ml, Slika 13). Prema zahtjevima
Europske farmakopeje (Tablica 3), niskomolekularni kitozanski hidrogel nije zadovoljio
zahtjev za logaritamskim smanjenjem broja plijesni nakon 14 dana, dok su
srednjemolekularni i visokomolekularni kitozanski hidrogelovi nakon 14 dana pokazali
smanjenje broja plijesni za 1 log te time zadovoljili kriterij B. Medutim, uzevsi u obzir
zahtjeve Americke farmakopeje (Tablica 4), s obzirom da uocen rast plijesni nije bio veci u
odnosu na pocetni broj (Tablice 7-9), kriteriji prihvatljivosti za plijesni za 14. dan su
zadovoljeni. U sljede¢em vremenskom intervalu (28. dan) i dalje je bio prisutan rast plijesni
(niskomolekularni kitozanski hidrogel: 2,0 x 10* CFU/ml, Slika 14; srednjemolekularni
kitozanski hidrogel: 6,0 x 103 CFU/ml, Slika 16; visokomolekularni kitozanski hidrogel: 8,0 x
103 CFU/m, Slika 16), no s obzirom da uocen broj kolonija plijesni nije bio veéi u odnosu na
pocetni broj, tj. u odnosu na ispitivanje u prethodnom vremenskom intervalu, zadovoljeni su

kriteriji prihvatljivosti i prema Europskoj i prema Americkoj farmakopeji (Tablice 3 i 4).

32



S. aureus P .aeruginosa
101 4 101
LMW

S. aureus
101 P. aeruginosa

MMW £ 10t

MMW

S. aureus

10 P. aeruginosa

107

Slika 9. Uzorci izvornih kitozanskih hidrogelova inokulirani ispitivanim bakterijskim sojevima,
nakon 2 dana inkubacije. HMW, hidrogel pripravljen iz visokomolekularnog kitozana; LMW,

hidrogel pripravljen iz niskomolekularnog kitozana;, MMW, hidrogel pripravljen iz
srednjemolekularnog kitozana.
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Slika 10. Uzorci izvornih kitozanskih hidrogelova inokulirani ispitivanim bakterijskim
sojevima, nakon 7 dana inkubacije. HMW, hidrogel pripravljen iz visokomolekularnog
kitozana; LMW, hidrogel pripravljen iz niskomolekularnog kitozana; MMW, hidrogel
pripravljen iz srednjemolekularnog kitozana.
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Slika 11. Uzorci izvornog kitozanskog hidrogela pripravljenog iz niskomolekularnog (LMW)
kitozana inokulirani ispitivanim mikroorganizmima, nakon 14 dana inkubacije.
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Slika 12. Uzorci izvornih kitozanskih hidrogelova pripravljenih iz srednjemolekularnog
(MMW) i visokomolekularnog (HMW) kitozana inokulirani ispitivanim bakterijskim sojevima,
nakon 14 dana inkubacije.
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Slika 13. Uzorci izvornih kitozanskih hidrogelova pripravljenih iz srednjemolekularnog
(MMW) i visokomolekularnog (HMW) kitozana inokulirani ispitivanim sojevima C. albicans i
A. brasiliensis, nakon 14 dana inkubacije.
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Slika 14. Uzorci izvornog kitozanskog hidrogela pripravljenog iz niskomolekularnog (LMW)
kitozana inokulirani ispitivanim mikroorganizmima, nakon 28 dana inkubacije.
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Slika 15. Uzorci izvornih kitozanskih hidrogelova pripravljenih iz srednjemolekularnog
(MMW) i visokomolekularnog (HMW) kitozana inokulirani ispitivanim bakterijskim sojevima,
nakon 28 dana inkubacije.
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Slika 16. Uzorci izvornih kitozanskih hidrogelova pripravljenih iz srednjemolekularnog
(MMW) i visokomolekularnog (HMW) kitozana inokulirani ispitivanim sojevima C. albicans i
A. brasiliensis nakon 28 dana inkubacije.
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Tablica 7. Antimikrobna aktivnost kitozanskog hidrogela pripravljenog iz niskomolekularnog
(LMW) kitozana inokuliranog ispitivanim mikroorganizmima tijekom 28 dana inkubacije,
izrazena kao logaritamska redukcija broja mikroorganizama u odnosu na pocetni (inokulirani)
broj mikroorganizama u hidrogelu

S. aureus P. aeruginosa E. coli C. albicans A. brasiliensis
ATCC 6538 ATCC 9027 ATCC 8739 ATCC 10231 ATCC 16404
Inokulum
3,0x10° 4,3x10° 3,5x10° 4,2 x10° 1,0x 10°
CFU/ml
(log) (5,5) (5,6) (5,5) (5,6) (5)
Interval / log redukcija
2.dan
CFU/ml <10! <10* <10! / /
log redukcija >4,5 >4,6 >4,5 / /
7. dan
CFU/ml <10! <10* <10! / /
log redukcija >4,5 >4,6 >4,5 / /
14. dan
CFU/ml <10? <10!? <10? <10! 7,0 x 10*
log redukcija >4,5 >4,6 >4,5 >4,6 0,2
28. dan
CFU/ml <10? <10!? <10? <10! 2,0 x 10*
log redukcija NI NI NI NI NI

Prikazani rezultati predstavljaju prosjecne vrijednosti broja mikroorganizama na 2 Petrijeve zdjelice.
NI, nema povecanja broja mikroorganizama u odnosu na ispitivanje u prethodnom vremenskom
razdoblju.
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Tablica 8. Antimikrobna  aktivnhost  kitozanskog  hidrogela  pripravljenog iz
srednjemolekularnog (MMW) kitozana inokuliranog ispitivanim mikroorganizmima tijekom
28 dana inkubacije, izrazena kao logaritamska redukcija broja mikroorganizama u odnosu na

pocetni (inokulirani) broj mikroorganizama u hidrogelu

S. aureus P. aeruginosa E. coli C. albicans | A. brasiliensis
ATCC 6538 ATCC 9027 ATCC 8739 ATCC 10231 ATCC 16404
Inokulum 3,0x 10° 4,3 x 10° 3,5 10° 4,2 x 10° 1,0x 10°
CFU/ml
Interval / log redukcija
2.dan
CFU/ml <10? <10? <10? / /
log redukcija >4,5 >4,6 >4,5 / /
7. dan
CFU/ml <10? <10? <10? / /
log redukcija >4,5 >4,6 >4,5 / /
14. dan
CFU/ml <10t <10t <10t <10t 1,1x10%
log redukcija >4,5 >4,6 >4,5 >4,6 1,0
28. dan
CFU/ml <10? <10? <10? <10? 6,0 x 10°
log redukcija NI NI NI NI NI

Prikazani rezultati predstavljaju prosjecne vrijednosti broja mikroorganizama na 2 Petrijeve zdjelice.

NI, nema povecanja broja mikroorganizama u odnosu na ispitivanje u prethodnom vremenskom

razdoblju.
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Tablica 9. Antimikrobna aktivnost kitozanskog hidrogela pripravljenog iz visokomolekularnog
(HMW) kitozana inokuliranog ispitivanim mikroorganizmima tijekom 28 dana inkubacije,
izrazena kao logaritamska redukcija broja mikroorganizama u odnosu na pocetni (inokulirani)
broj mikroorganizama u hidrogelu

S. aureus P. aeruginosa E. coli C. albicans | A. brasiliensis
ATCC 6538 ATCC 9027 ATCC 8739 ATCC 10231 ATCC 16404
Inokulum 3,0x10° 4,3 x10° 3,5x 10° 4,2 x 10° 1,0x 10°
CFU/ml
5,5 5,6 5,5 5,6 5
(10g) (5,5) (5.6) (5,5) (5.6) (5)
Interval / log redukcije
2.dan
CFU/ml <10* <10! <10?! / /
log redukcija >4,5 >4,6 >4,5 / /
7. dan
CFU/ml <10? <10t <10? / /
log redukcija >4,5 >4,6 >4,5 / /
14. dan
CFU/ml <10? <10? <10! <10! 1,2 x 10*
log redukcija >4,5 >4,6 >4,5 >4,6 0,9
28. dan
CFU/ml <10* <10! <10* <10?! 8,0x 103
log redukcija NI NI NI NI NI

Prikazani rezultati predstavljaju prosjecne vrijednosti broja mikroorganizama na 2 Petrijeve zdjelice.
NI, nema povecanja broja mikroorganizama u odnosu na ispitivanje u prethodnom vremenskom
razdoblju.

Rezultati provedenih ispitivanja antimikrobne aktivnosti kitozanskih hidrogelova
pripravljenih iz niskomolekularnog (LMW) kitozana (Tablica 7), srednjemolekularnog (MMW)
kitozana (Tablica 8) i visokomolekularnog (HMW) kitozana (Tablica 9) potvrduju da su svi
hidrogelovi pokazali initrinzi¢ni antimikrobni uéinak. Pri tome taj uéinak zadovoljava kriterije
antimikrobne djelotvornosti prema bakterijama i kvascima za svaki pojedini vremenski
interval u skladu sa farmakopejskim zahtjevima za konzervanse u topikalnim pripravcima,

kako je navedeno u Tablicama 3 i 4. Jedino je aktivnost hidrogelova prema plijesni (A.
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brasiliensis ATCC 16404) bila slaba, te prema zahtjevima Europske farmakopeje (Tablica 3)
niskomolekularni kitozanski hidrogel nije zadovoljio zahtjev za logaritamskim smanjenjem
broja plijesni nakon 14 dana, dok su srednjemolekularni i visokomolekularni kitozanski
hidrogelovi nakon 14 dana pokazali smanjenje broja plijesni za 1 log te time zadovoljili
kriterij B. Zahtjevi za 28. dan zadovoljeni su s obzirom da nije bilo povecanja broja
mikroorganizama u odnosu na ispitivanje u prethodnom vremenskom razdoblju. Uzevsi u
obzir zahtjeve Americke farmakopeje (Tablica 4), aktivnost svih kitozanskih hidrogelova

prema plijesnima (A. brasiliensis ATCC 16404) zadovoljila je zadane zahtjeve.

4.4.  Antibakterijska aktivnost liposomskih hidrogelova
Odredivanje antibakterijske aktivnosti razlicitih liposomskih hidrogelova s azitromicinom
provedeno je koristenjem in vitro agar-difuzijske metode na S. aureus ATCC 6538. Rezultati

ispitivanja prikazani su Slikom 17 i Tablicom 10.
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Slika 17. Zone inhibicije liposomskih hidrogelova s azitromicinom, kitozanskih hidrogelova s
otopinom azitromicina i izvornih kitozanskih hidrogelova (pozicije 1, 3 i 5) te disperzija
liposoma s azitromicinom i otopine azitromicina (pozicije 2, 4 i 6).

CL (konvencionalni liposomi): pozicija 1, CL-LMW hidrogel; pozicija 3, CL-MMW hidrogel;
pozicija 5, CL-HMW hidrogel; pozicije 2, 4, 6 — CL (disperzije konvencionalnih liposoma s
azitromicinom).

PGL (propilenglikol liposomi): pozicija 1, PGL-LMW hidrogel; pozicija 3, PGL-MMW hidrogel;
pozicija 5, PGL-HMW hidrogel; pozicije 2, 4, 6 — PGL (disperzije propilenglikol liposoma s
azitromicinom).

DPGL (deformabilni propilenglikol liposomi): pozicija 1, DPGL-LMW hidrogel; pozicija 3,
DPGL-MMW hidrogel; pozicija 5, DPGL-HMW hidrogel; pozicije 2, 4, 6 — DPGL (disperzije
propilenglikol liposoma s azitromicinom).

AZT (otopina azitromicina): pozicija 1, AZT-LMW hidrogel; pozicija 3, AZT-MMW hidrogel;
pozicija 5, AZT-HMW hidrogel; pozicije 2, 4, 6 — AZT (otopina azitromicina).

K (Kontrola, ne sadrzi azitromicin): pozicija 1, LMW hidrogel; pozicija 3, MMW hidrogel;
pozicija 5, HMW hidrogel, pozicije 2, 4, 6 — OT (otapalo za pripremu otopine azitromicina
(smjesa etanola i vode, 4/6, v/v)).
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Tablica 10. Vrijednosti inhibicijskih zona (mm) liposomskih hidrogelova s azitromicinom i
hidrogelova s otopinom azitromicina (Slika 17, pozicije 1, 3 i 5) te liposomskih disperzija s
azitromicinom i otopine azitromicina (Slika 17, pozicije 2, 4i 6)

Uzorak Veli¢ina zone (mm)
CL 18,47 + 0,28
CL-LMW 19,56 £ 0,35
CL-MMW 19,07 £ 0,60
CL-HMW 19,08 + 0,42
PGL 17,85+0,24
PGL-LMW 18,83 +0,16
PGL-MMW 18,50+ 0,39
PGL-HMW 18,86+ 0,21
DPGL 17,59 +0,22
DPGL-LMW 18,72 +0,33
DPGL-MMW 18,46 + 0,02
DPGL-HMW 18,41+ 0,37
AZT 15,95+ 0,20
AZT-LMW 17,14+ 0,27
AZT-MMW 17,05+ 0,04
AZT-HMW 16,86 + 0,16

Prikazani rezultati predstavljaju prosjecne vrijednosti 6 mjerenja za liposomske disperzije s
azitromicinom i otopinu azitromicina, odnosno 2 mjerenja za sve uzorke hidrogelova.

AZT, otopina azitromicina; AZT-HMW, visokomolekularni kitozanski hidrogel s otopinom azitromicina;
AZT-LMW, niskomolekularni kitozanski hidrogel s otopinom azitromicina; AZT-MMW,
srednjemolekularni kitozanski hidrogel s otopinom azitromicina; CL, konvencionalni liposomi s
azitromicinom; CL-HMW, konvencionalni liposomi s azitromicinom u visokomolekularnom
kitozanskom hidrogelu; CL-LMW, konvencionalni liposomi s azitromicinom u niskomolekularnom
kitozanskom hidrogelu; CL-MMW, konvencionalni liposomi s azitromicinom u srednjemolekularnom
kitozanskom hidrogelu; DPGL, deformabilni propilenglikol liposomi s azitromicinom; DPGL-HMW,
deformabilni propilenglikol liposomi s azitromicinom u visokomolekularnom kitozanskom hidrogelu;
DPGL-LMW, deformabilni propilenglikol liposomi s azitromicinom u niskomolekularnom kitozanskom
hidrogelu; DPGL-MMW,  deformabilni  propilenglikol  liposomi s  azitromicinom u
srednjemolekularnom kitozanskom hidrogelu; PGL, propilenglikol liposomi s azitromicinom; PGL-
HMW, propilenglikol liposomi s azitromicinom u visokomolekularnom kitozanskom hidrogelu; PGL-
LMW, propilenglikol liposomi s azitromicinom u niskomolekularnom kitozanskom hidrogelu; PGL-
MMW, propilenglikol liposomi s azitromicinom u srednjemolekularnom kitozanskom hidrogelu.
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Rezultati provedenih ispitivanja pokazuju da se uklapanjem u liposome poveéava
antibakterijska aktivnost azitromicina (Slika 17, Tablica 10). Elasti¢nost/rigidnost liposomskih
dvoslojeva utjecala je na antibakterijski ucinak, pri ¢emu je najveca zona inhibicije rasta S.
aureus ATCC 6538 postignuta primjenom konvencionalnih liposoma (18,47 mm), dok su
nesto nize vrijednosti dobivene primjenom propilenglikol liposoma (17,85 mm) i
deformabilnih propilenglikol liposoma (17,59 mm). U usporedbi s liposomima, inhibicijska
zona za otopinu azitromicina iznosila je 15,95 mm. Uklapanjem otopine azitromicina u
razliCite tipove kitozanskih hidrogelova inhibicijske zone su blago porasle te su se kretale od
16,86 mm za visokomolekularni kitozanski hidrogel (AZT-HMW) do 17,14 mm za
niskomolekularni hidrogel (AZT-LMW). Dodatno je antistafilokokni ucinak porastao
uklapanjem disperzija liposoma u kitozanske hidrogelove (liposomski hidrogelovi). Pritom je
najjaci ucinak zabiljezen s liposomskim hidrogelom pripravljenim iz konvencionalnih
liposoma i uklopljenim u niskomolekularni kitozanski hidrogel (CL-LMW). Zona inhibicije
iznosila je 19,56 mm, Sto je viSe od zone inhibicije postignute primjenom disperzije
konvencionalnih liposoma (18,47 mm) te viSe od inhibicijskih zona postignutih primjenom
liposomskih hidrogelova pripravljenih iz propilenglikol liposoma i deformabilnih
propilenglikol liposoma. Usporedba razli¢itih tipova kitozanskih hidrogelova pokazala je
neznatan utjecaj tipa kitozana na antibakterijsku aktivnost, pri ¢emu je za sve uzorke
liposomskih hidrogelova i hidrogelova s otopinom azitromicina postojao isti trend:
niskomolekularni kitozan (LMW) > srednjemolekularni kitozan (MMW) > visokomolekularni
kitozan (HMW).

Premda uzorci izvornih kitozanskih hidrogelova nisu izravno inhibirali bakterijski rast (nisu
formirane inhibicijske zone) (Slika 17, uzorak K), ocito je da kitozan doprinosi antibakterijskoj

aktivnosti jer je za sve uzorke hidrogelova s azitromicinom aktivnost porasla, bilo da je rije¢ o
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otopini azitromicina uklopljenoj u kitozanske hidrogelove ili razli¢itim tipovima liposoma s

azitromicinom uklopljenih u kitozanske hidrogelove (Tablica 10).
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5. RASPRAVA

Infekcije koZe i mekih tkiva, ukljuCuju¢i opekline i rane, predstavljaju ozbiljan
javnozdravstveni problem, pogotovo zbog rastuce bakterijske rezistencije na antibiotike (6).
Medu naj¢eS¢im uzrocnicima infekcija akutnih i kroni¢nih rana su: S. aureus, meticilin-
rezistentni S. aureus (MRSA), Streptococcus haemolyticus, P. aeruginosa, Bacteroides spp. i C.
albicans (75). S. aureus takoder uzrokuje razli¢ita dermatoloska oboljenja poput impetiga,

celulitisa, folikulitisa i atopijskog dermatitisa (76).

Uobicajena terapija nekompliciranih infekcija koze provodi se lokalnom ili kombinacijom
lokalne i sistemske primjene antimikrobnih lijekova. S druge strane, lijeCenje kompleksnih,
kroni¢nih infekcija koZe poput dubokih rana, inficiranih opeklina i ulceracija obuhvaca
postupke mehanicke obrade rane u kombinaciji s lokalnom i/ili sistemskom antimikrobnom

terapijom te primjenom funkcionalnih obloga za rane (77).

Brojne klinicke studije su pokazale da se lijeCenje relativho uspjesno provodi sistemskom
primjenom vrlo visokih doza antibiotika Sirokog spektra djelovanja. No takva terapija €esto je
pradena nizom neZeljenih nuspojava (gastrointestinalne smetnje, poveéana incidencija
gljiviénih infekcija) i slabljenjem imunuloskog sustava pacijenta te pove¢anom tendencijom

razvoja bakterijske rezistencije (78).

Lokalna primjena antibiotika je stoga u prednosti nad sistemskom primjenom jer se
izbjegavaju neZeljene sistemske nuspojave, a doze su znacajno nize bududi se lijek
primjenjuje direktno na mjesto djelovanja (inficirano podrucje). Osim toga, sama primjena je
jednostavna i dobro prihvaéena od strane pacijenta (79). Medutim, konvencionalni
farmaceutski oblici za topikalnu primjenu antimikrobnih lijekova (kreme, masti, gelovi) nisu

uvijek ucinkoviti u terapiji. Razlog tome je slaba penetracija antimikrobnog lijeka u inficirano

48



podrucje i/ili formiranje biofilmova koji predstavljaju barijeru prolasku antimikrobnih lijekova
u ZariSte infekcije. Stoga su od velikog znacaja istrazivanja inovativnih farmaceutskih oblika
(terapijskih nanosustava) kojima bi se omogudila ucinkovita lokalna antimikrobna terapija. U
tom pogledu posebno su interesantni liposomi jer se pokazalo da poveéavaju penetraciju
uklopljenog lijeka u kozu i njegovu antimikrobnu aktivnost, buduci da se sa nizZim dozama
antibiotika postize bakteriostatski/baktericidni ucinak. Dodatno je zbog produljenog
oslobadanja lijeka ucestalost doziranja smanjena (80-82). Primjerice, uklapanjem
azitromicina u kationske liposome, minimalne inhibitorne koncentracije na MRSA klinicke
izolate bile su ¢ak 32 puta niZe od onih utvrdenih za otopinu azitromicina, a sami liposomi su

bili u potpunosti biokompatibilni sa stanicama keratinocita i fibroblasta in vitro (72).

Odgovarajuéu viskoznost liposoma za primjenu na koZzu i sluznice moguée je postici
uklapanjem u polucvrste podloge (83, 84). U usporedbi s emulzijskim podlogama, hidrogelovi
su izrazito prikladni za uklapanje liposoma jer ne sadrie povrSinski aktivne tvari
(emulgatore), jednostavne su strukture i sadrze visoki udio vode. Brojne studije ukazuju na
kompatibilnost hidrogelova pripravljenih iz polimera poliakrilne kiseline (Carbopol®) s
liposomima (73, 83-88). Uklapanjem liposoma u hidrogelove moze se ocuvati njihova izvorna
veli¢ina, Sto pogoduje fizickoj stabilnosti liposoma, te dodatno produljiti oslobadanje

uklopljenog lijeka (88).

Hidrogelovi se kao polucvrste podloge cCesto koriste u oblikovanju lijekova namijenjenih
lokalnoj primjeni na koZzu i sluznice. Veéina polimera koristenih za izradu hidrogelova su
bioadhezivnih svojstava ¢ime se omogucéuje dobro zadrzavanje pripravka na mjestu
primjene. U usporedbi s mastima i kremama, oslobadanje lijeka iz hidrogela je znacajno brze

(89), sto moze biti pogodno za brzi nastup terapijskog ucinka.
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Hidrogelovi takoder ¢ine osnovu funkcionalnih obloga za rane. Tako hidrogelovi izradeni iz
umrezZenih polimera mogu vezati na sebe eksudat iz vlaznih rana i otpustati uklopljeni
antimikrobni lijek na mjesto infekcije, dok oni polucvrste konzistencije s visokim sadrzajem

vode pruZaju odgovarajuéu vlaznost suhim ranama (77).

Valja napomenuti da odredeni hidrogelovi, sami za sebe, bez uklopljenog lijeka, mogu imati
bioloski uc¢inak. U tom smislu posebno su zanimljivi kitozanski hidrogelovi, zbog djelovanja
kitozana na poticanje zacjeljivanja rana te hemostatskog i antimikrobnog ucinka. Pokazano je
da kitozanski hidrogelovi utjeCu na zacjeljivanje rana u razli¢itim fazama cijeljenja rana:
poti¢u proliferaciju fibroblasta, angiogenezu, odlaganje kolagena i sintezu hijaluronske
kiseline te sprjecavaju razvoj infekcije, Sto se odrazava u brzem zacjeljivanju rana i prevenciji

stvaranja oZiljaka (20).

Na bioloski ucinak kitozana utje¢u njegova molekularna masa i stupanj deacetilacije.
Pokazano je da kitozan visoke molekularne mase s veéim stupnjem deacetilacije ima bolji
ucinak na zacjeljivanje rana od kitozana niske i srednje molekularne mase, dok kitozan niske
molekularne mase s manjim stupnjem deacetilacije ima veéi uéinak na redukciju rasta i

replikacije mikroorganizama (33, 90).

Premda je dokazano da kitozan, sam za sebe, posjeduje antimikrobni uc¢inak na razlicite vrste
bakterija i gljivica (31), pregledom literature nisu pronadene studije u kojima je ispitivan

ucinak samih kitozanskih hidrogelova, bez uklopljene antimikrobne djelatne tvari.

Stoga je u sklopu ovog rada ispitivan antimikrobni ucinak kitozanskih hidrogelova,
pripravljenih iz razlicitih tipova kitozana: niske, srednje i visoke molekularne mase. Ispitivanja
su provedena na nacin da su hidrogelovi inokulirani odredenim test mikroorganizmima (S.

aureus, E. coli, P. aeruginosa, C. albicans i A. brasiliensis) i ¢uvani u propisanim uvjetima, a
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porast broja mikroorganizama praéen je kroz odredene vremenske intervale tijekom 28

dana.

Neovisno o tipu kitozana iz kojeg su pripravljeni, svi uzorci kitozanskih hidrogelova su
pokazali intrinzicni antibakterijski i antifungalni ucinak tijekom ispitivanog vremenskog
razdoblja (Slike 9-16). Jedini izuzetak su bili uzorci inokulirani s plijesni. Naime, nakon 14 i 28
dana inkubacije hidrogelova inokuliranih s A. brasiliensis, uo¢en je mikrobioloski rast.
Medutim, uzimajuéi u obzir zadane kriterije antimikrobne ucinkovitosti, porast A. brasiliensis
u ispitivanim vremenskim periodima nije bio veci u odnosu na broj kolonija u pocetnom
inokulumu, ¢ime su zadovoljeni kriteriji prihvatljivosti prema Ameri¢koj farmakopeji
navedeni u Tablici 4. Uzimajuci u obzir kriterije prihvatljivosti prema Europskoj farmakopeji
(Tablica 3), niskomolekularni kitozanski hidrogel nije zadovoljio zahtjev za logaritamskim
smanjenjem broja plijesni nakon 14 dana, dok su srednjemolekularni i visokomolekularni
kitozanski hidrogelovi nakon 14 dana pokazali smanjenje broja plijesni za 1 log te time
zadovoljili kriterij B. Nakon 28 dana, broj kolonija plijesni nije bio veci u odnosu na ispitivanje
u prethodnom vremenskom intervalu ¢ime su zadovoljeni zahtjevi za taj vremenski period

prema Europskoj farmakopeji (Tablica 3).

Postupak ispitivanja antimikrobne aktivnosti hidrogelova koristen u ovom radu je postupak
kojem se procjenjuje djelotvornost konzervansa u farmaceutskim pripravcima za topikalnu
primjenu (Ph. Eur. 9.0, poglavlje 5.1.3., 2018; USP41-NF36, poglavlje <51>, 2018). Za razliku
od ostalih komercijalno dostupnih hidrogelova koji se obavezno konzerviraju zbog visokog
sadrzaja vode (= 80%), rezultati provedenih ispitivanja dokazali su mikrobioloSku stabilnost

kitozanskih hidrogelova prema bakterijama i gljivicama, Sto ukazuje da nije potrebno
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dodatno konzervirati topikalne formulacije koje sadrZe kitozanske hidrogelove kao

polucvrste podloge.

S obzirom da su svi kitozanski hidrogelovi bili karakterizirani blago kiselim pH (Tablica 5),
osim na kozu, bili bi prikladni i za primjenu na vaginalnu sluznicu, za lije¢enje blagih

bakterijskih i gljivicnih infekcija te regulaciju vaginalne mikrobiote.

Kitozan je biorazgradljiv, netoksi¢an i bioadhezivan polimer, $to je od iznimne vaznosti u
pogledu koristenja kitozanskih hidrogelova kao polucvrstih podloga za oblikovanje topikalnih
lijekova ¢ime bi se omogucdilo dostatno zadrzavanje pripravka na mjestu primjene. Imajuci u
vidu bioloske ucinke kitozana na zacjeljivanje rana i njegovu intrinziénu antimikrobnu
aktivnost, uklapanjem antimikrobnih djelatnih tvari u kitozanske hidrogelove mogle bi se
dobiti terapijski izuzetno ucinkovite polucvrste formulacije za lijecenje infektivnih oboljenja

kozZe i sluznica.

U sklopu ovog rada provedena su istraZivanja u kojima je u kitozanske hidrogelove uklopljen
makrolidni antibiotik, azitromicin. Buduéi da je u prethodnim studijama pokazano da se
uklapanjem azitromicina u liposome potencira antibakterijska aktivnost na E. coli (74) i S.
aureus (72), istrazivanja u sklopu ovog rada dodatno su obuhvatila razli¢ite liposomske
hidrogelove s azitromicinom (kitozanski hidrogelovi s liposomski uklopljenim azitromicinom).
Ispitano je nekoliko tipova liposoma s azitromicinom koji su se medusobno razlikovali po
membranskoj elastiCnosti: konvencionalni, propilenglikol i deformabilni propilenglikol
liposomi. Naime, poznato je da elasticnost/rigidnost liposomskog dvosloja utje¢e na
permeabilnost uklopljenog lijeka u kozu, ali i antimikrobni ucinak. Dok su u studiji koju su
proveli Rukavina i sur. (72) propilenglikol liposomi sadrzavali ¢ak 30% propilenglikola, a

deformabilni liposomi bili sastavljeni od sojinog lecitina i natrijevog deoksikolata,
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propilenglikol liposomi u ovom ispitivanju su imali svega 10% propilenglikola, a deformabilni
su umjesto deoksikolata sadrzavali lizofosfolipid te dodatno 10% propilenglikola. Svi su
liposomi bili negativnog naboja na povrsini te homogene distribucije veli¢ina. Deformabilni
propilenglikol liposomi su bili najmanji od svih ispitivanih nanoformulacija (srednji promjer
180 nm) Sto je posljedica prisutnog rubnog aktivatora te je u skladu s literaturnim

saznanjima za deformabilne liposome (84, 91).

Ispitivanja antimikrobnog ucinka provedena in vitro agar-difuzijskim testom na soju S. aureus
ATCC 6538 pokazala su vedéi antibakterijski ucinak svih liposomskih hidrogelova u odnosu na
kitozanske hidrogelove s otopinom azitromicina (Tablica 10). Liposomski hidrogelovi s
azitromicinom su takoder bili ucinkovitiji u odnosu na disperzije liposoma s azitromicinom
(Tablica 10). Tako su zone inhibicije liposomskih hidrogelova bile veée u odnosu na
inhibicijske zone liposoma s azitromicinom $to upucuje na doprinos kitozanskog hidrogela
antibakterijskom ucinku liposomski uklopljenog azitromicina, premda izvorni kitozanski
hidrogelovi nisu imali izravan antibakterijski u¢inak (nisu formirane inhibicijske zone) (Slika
17, uzorak K), ali su pokazali intrinzi¢énu antibakterijsku aktivnost pri visokim koncentracijama
primjenjenog hidrogela (Tablice 7-9). Tome u prilog idu i rezultati postignuti s razli¢itim
kitozanskim hidrogelovima koji su sadrzavali otopinu azitromicina (Slika 17, Tablica 10) pri
¢emu su zone inhibicije ispitivanih hidrogelova bile ve¢e od onih izmjerenih testiranjem Ciste

otopine azitromicina.

Usporedba antibakterijske aktivnosti razlicitih tipova liposoma pokazala je najvec¢u aktivnost
konvencionalnih liposoma u hidrogelu pripravljenom iz niskomolekularnog kitozana, dok je
nesto nizi antibakterijski ucinak utvrden za propilenglikol liposome i deformabilne

propilenglikol liposome. Najniza aktivnost postignuta je s otopinom azitromicina.
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Uklapanjem otopine azitromicina u kitozanske hidrogelove, antibakterijska aktivnost je blago
porasla. Usporedba razli¢itih tipova kitozana koristenih za izradu hidrogelova, pokazala je
neznatan utjecaj tipa kitozana na antibakterijsku aktivnost, premda je za sve uzorke
hidrogelova (liposomski hidrogelovi i hidrogelovi s otopinom azitromicina) postojao isti
trend, odnosno aktivhost je slijedila niz: niskomolekularni kitozan (LMW) >

srednjemolekularni kitozan (MMW) > visokomolekularni kitozan (HMW).

Blago veca antibakterijska aktivnost konvencionalnih liposoma u odnosu na preostale dvije
preparacije liposoma najvjerojatnije je posljedica membranske elasti¢nosti/rigidnosti
liposomskih dvoslojeva, pri ¢emu je aktivnost rasla s porastom cvrstoée liposomskih
dvoslojeva. U ispitivanjima koja su proveli Rukavina i sur. (72) utvrdeno je suprotno; elasticni
liposomi imali su evidentno jac¢i antistafilokokni ucéinak u odnosu na konvencionalne
liposome. Mogucée objasnjenje najvjerojatnije lezi u velikoj rigidnosti membrana
konvencionalnih liposoma u ovom radu koji su pripravljeni iz hidrogeniranih fosfolipida
(stupanj elasti¢nosti 0,56), u odnosu na konvencionalne liposome pripravljene iz sojinog
lecitina (72) kod koji je stupanj elasti¢nosti iznosio 1,5. Medutim, potrebno je provesti
dodatna istrazivanja kojima bi se te pretpostavke i potvrdile. Takoder valja napomenuti da su
in vitro testiranja antibakterijskog ucinka liposomskih hidrogelova s azitromicinom u okviru
ovog rada provedena u duplikatu i preliminarnog su karaktera. Daljnja istrazivanja obuhvatila

bi vedi broj replikata kako bi se provela odgovarajuca statisticka obrada rezultata.

Elasti¢nost/rigidnost liposomskih dvoslojeva takoder doprinosi permeabilnosti uklopljenog
lijeka u/kroz kozu i sluznicu. Sto je membrana liposoma elasti¢nija, uklopljena djelatna tvar
bolje permeira u niZe slojeve epidermisa (71) ili sluznice (74), dok je permeabilnost znacajno

smanjena iz liposoma rigidnih/¢vrstih membrana (72, 74). Takva saznanja su od velikog
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znacaja u pogledu postizanja ucinkovite lokalne antimikrobne terapije. Naime, koristenjem
konvencionalnih liposoma rigidnih membrana uklopljenih u kitozanski hidrogel omogucila bi
se lokalizacija uklopljenog lijeka na povrsini koze (inficirana rana ili sluznica), dok bi se
primjenom elasti¢nih liposoma uklopljenih u kitozanski hidrogel omogucila dostava
antibiotika u dublje slojeve epidermisa, Sto bi bilo znadajnije kod tretiranja dubinskih,

kroni¢nih infekcija koZe i mekih tkiva.
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6. ZAKUUCCI

Pripravljeni su hidrogelovi koristenjem niskomolekularnog, srednjemolekularnog i
visokomolekularnog kitozana te su u hidrogelove uklopljeni razli¢iti tipovi liposoma s
azitromicinom: konvencionalni liposomi, propilenglikol liposomi i deformabilni propilenglikol
liposomi. Provedena su ispitivanja antimikrobnog ucinka izvornih kitozanskih hidrogelova i
liposomskih hidrogelova s azitromicinom te su na osnovu svih provedenih ispitivanja izvedeni
slijededi zakljucci:

e Neovisno o tipu kitozana koriStenog za izradu hidrogela, svi izvorni kitozanski
hidrogelovi su pokazali intrinzicnu antimikrobnu aktivnost na ispitivane
mikroorganizme, ¢ime je potvrdeno da nije potrebno dodatno konzerviranje
topikalnih formulacija koje sadrze kitozanske hidrogelove kao polucvrste podloge.
Bududi da su ispitivani mikroorganizmi (S. aureus, E. coli, P. aeruginosa i C. albicans),
Cesti uzrocnici infekcija koze, za pretpostaviti je da bi kitozanski hidrogelovi bili
pogodni za sprjecavanje sekundarnih infekcija rana.

e Svi kitozanski hidrogelovi potencirali su antibakterijski u¢inak uklopljenog antibiotika
(azitromicin), Sto je potvrdeno veéim zonama inhibicije u odnosu na one postignute
otopinom azitromicina.

e Uklapanjem azitromicina u liposome postignut je jaci antibakterijski ucinak od
otopine azitromicina.

e Kitozanski hidrogelovi dodatno su potencirali antibakterijsku aktivnost liposoma s
azitromicinom, sto je potvrdeno veéim zonama inhibicije bakterijskog rasta u odnosu
na one dobivene disperzijama liposoma.

e Cvrstoca/elasti¢nost liposomskih dvoslojeva utjecala je na antibakterijsku aktivnost

ispitivanih liposoma s azitromicinom i liposomskih hidrogelova. Pritom je najjaci
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uCinak postignut s liposomima karakteriziranim izrazito Cvrstim (rigidnim)
dvoslojevima (konvencionalnim liposomima).
Rezultati svih provedenih ispitivanja ukazuju na moguénost primjene kitozanskih hidrogelova
kao podloga za topikalne lijekove i nanoterapeutike namijenjene lije€enju infekcija koze.
Medutim, neophodno je provesti ispitivanja antibakterijskog ucinka liposomskih hidrogelova
na veéem broju replikata te daljnja in vivo ispitivanja kako bi se dokazala njihova terapijska

ucinkovitost.
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