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1. UvOD

1.1. Liposomi

Liposomi su terapijski sustavi u rasponu veli¢ina od oko 20 nm (mali unilamelarni
liposomi, SUV) do 50 um (multivezikularni liposomi, MVL). Osnovnu gradevnu jedinicu
liposoma c¢ine molekule fosfolipida slozene u jedan (unilamelarni liposomi) ili vise
koncentri¢cno polozenih dvoslojeva (oligo- i multi-lamelarni liposomi) koji omeduju
unutarnju, vodenu fazu. Fosfolipidi su amfipatske molekule, diesteri fosfatne kiseline koji su s
jedne strane esterificirani derivatom sfingozina ili glicerola, a s druge kolinom, serinom,
inozitolom, etanolaminom ili glicerolom. Dvosloj nastaje orijentacijom hidrofilnih polarnih
»glava“ fosfolipida prema unutarnjoj i vanjskoj vodenoj fazi, a hidrofobnih nepolarnih
,repova“ jednog prema drugom (Slika 1). Osim fosfolipida, ovojnica liposoma Cesto sadrzi
kolesterol. Njegova je uloga slicna kao i u bioloskim membranama; ugraduje se u dvosloj
izmedu molekula fosfolipida te poveéava njegovu cvrstocu (rigidnost) uslijed smanjene
slobode kretanja fosfolipidnih molekula (Vani¢, 2012a).

Strukturna svojstva liposoma omogucavaju uklapanje lijekova (djelatnih tvari)
razli¢ite molekulske mase i stupnja lipofilnosti. Hidrofilni lijekovi uklapaju se u vodenu fazu,
lipofilni se ugraduju unutar fosfolipidnog dvosloja, a amfipatske molekule se rasporeduju
izmedu te dvije regije (Vani¢ i sur., 2015). Zbog svoje slicnosti s bioloSkim membranama,
neimunogenosti i biorazgradljivosti, liposomi su u potpunosti fizioloski prihvatljivi §to im
osigurava primjenu u razli¢itim terapijskim podru¢jima (Vani¢, 2012a). Primijenjeni
parenteralno liposomi su najviSe ispitivani za lijeCenje tumorskih i infektivnih oboljenja,
vakcinaciju te dijagnostiku oboljenja organa u kojima se nakupljaju (jetra, slezena). Veliki dio
ispitivanja odnosi se na primjenu liposoma kao terapijskih nanosustava za lokalnu primjenu
na kozu i sluznice (Vani¢, 2012b).

Kompatibilnost gradevnih elemenata liposoma (fosfolipidi, kolesterol i voda) te
sastavnica koze ¢ini ih ucinkovitim nanosustavom za dermalnu i transdermalnu dostavu
lijekova. Osim S$to se uklapanjem u liposome moze povecati stabilnost nekih lijekova,
moduliranjem intracelularnog lipidnog matriksa fosfolipidi pospjesuju apsorpciju hidrofilnih
tvari koje u suprotnom ne bi mogle prodrijeti u/kroz kozu (de Leeuw i sur., 2009). Usporenim
oslobadanjem lijeka, primjerice retinoida iz liposoma (Schéifer-Korting i sur., 1994), smanjuju

se potencijalne iritacije koze, a ¢ak i prazni liposomi (bez uklopljene djelatne tvari) dovode do
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znacajne hidratacije epidermisa s$to je od iznimne vaznosti kod terapije koznih oboljenja kao
Sto su xerosis cutis ili atopijski dermatitis (de Leeuw i sur., 2009). Zbog tekuce prirode I
potrebe za zadrzavanjem na mjestu nanoSenja, liposome namijenjene primjeni na kozu je
potrebno uklopiti u odgovaraju¢u podlogu (vehikulum), primjerice hidrogel ili kremu (Vanic¢ i
sur., 2015).
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Slika 1. Shematski prikaz fosfolipidnog dvosloja liposoma (Hussain i sur., 2017)

1.1.1. Konvencionalni liposomi

Konvencionalni liposomi (prva generacija liposoma) su gradeni od fosfolipida
neutralnog ili negativnog naboja na povrsini, s dodatkom kolesterola ili bez njega (Vanic¢ i
sur., 2015). Pokazali su se prikladnim nosac¢ima u topikalnoj primjeni na kozu i sluznice, ali
ne 1 za postizanje sistemskih ucinaka (transdermalna, transmukozna primjena) zbog loSeg
prolaska lijeka kroz povrSinski sloj koze ili epitelne stanice sluznica (Vani¢ i sur., 2015).
Stoga se konvencionalni liposomi, kao nosaci lijekova, istrazuju uglavnom za postizanje

lokalnog u¢inka u povrSinskim slojevima epidermisa (Banovi¢ i sur., 2011).



1.1.2. Deformabilni liposomi

Istrazivanja na podruc¢ju transdermalne primjene lijekova dovela su do razvoja novog
tipa fosfolipidnih vezikula. Rije¢ je o deformabilnim liposomima, za ¢ije su uvodenje zasluzni
Cevc i Blume (1992), a u literaturi poznati i pod nazivima: ultradeformabilni, elasti¢ni,
fleksibilni, ultrafleksibilni te Transferosomi®. Osnovna razlika u gradi konvencionalnih i
deformabilnih liposoma ocituje se u prisustvu surfaktanata (rubni aktivatori), uz molekule
fosfolipida u fosfolipidnom dvosloju. Rubni aktivatori destabiliziraju dvosloj sto se ocituje
povecanjem elasti¢nosti membrane. Tip surfaktanta i njegova koncentracija u fosfolipidnom
dvosloju izravno utje¢u na uéinkovitost dostave lijeka u dublje slojeve koze i transdermalno.
U slu¢aju niske koncentracije surfaktanta formirat ¢e se rigidnije vezikule, a previsoka
koncentracija mogla bi dovesti do nastanka mijesanih micela. Primjeri najce$¢e koriStenih
rubnih aktivatora su: natrijev kolat, natrijev deoksikolat, oleinska kiselina, Span 20, Span 40,
Span 60, Span 80, Span 85, Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80 te Tween 85 (Hussain
i sur., 2017).

Poboljsana dostava lijeka u/kroz kozu primjenom deformabilnih liposoma posljedica
je prolaska intaktnih elasticnih vezikula te ucinka membranskih komponenti liposoma
(fosfolipidi i surfaktanti) na povecanje penetracije lijeka u kozu utjecajem na intercelularni
lipidni matriks (Vani¢ i sur., 2015). Iako je opée prihvacen mehanizam prolaska intaktnih
vezikula, nije sasvim jasno penetriraju li intaktne vezikule kroz kozu ili pak djeluju kao
promotori apsorpcije. Prvi mehanizam zahtijeva neokluzivne uvjete i postojanje
transepidermalnog osmotskog gradijenta koji je prisutan zbog razlike u koncentraciji vode na
povrsini i u dubljim slojevima koZe. Takvi uvjeti dovode do isparavanja vode iz suspenzije
liposoma na kozi pa su vezikule djelomi¢no dehidrirane. Da bi zadrzale pocetni oblik
liposomi su prisiljeni slijediti koncentracijski gradijent sve do dubljih, hidratiziranijih slojeva
epidermisa, istovremeno koriste¢i svojstvo elasti¢nosti kako bi intaktne prosle izmedu stanica
roznatog sloja (El Maghraby i sur., 2008). Drugi mehanizam pretpostavlja interakciju
liposoma s kozom, pri ¢emu (fosfo)lipidi iz ovojnice liposoma modificiraju intercelularne
lipide roznatog sloja ¢ime se otvara put prolaska djelatne tvari (lijeka) u kozu (Elsayed i sur.,
2007a).



1.1.3. Propilenglikol liposomi

Noviji tip elasti¢nih liposoma su propilenglikol liposomi ¢iji sastav ¢ine fosfolipidi,
propilenglikol i voda. Prve propilenglikol liposome razvili su Elsayed i suradnici (2007b) s
ciljem uklapanja lokalnog anestetika cinhokaina. Dokazana je vec¢a sposobnost uklapanja
lijeka te veéa stabilnost liposoma s propilenglikolom u odnosu na konvencionalne i
deformabilne liposome istog fosfolipidnog sastava. Naspram konvencionalnih liposoma,
propilenglikol liposomi posjeduju fleksibilnije membrane te zbog bolje penetracije
omogucuju postizanje vec¢e koncentracije lijeka u ciljnom tkivu (Zhao i sur., 2013).

Elmoslemany i suradnici (2012) su pokazali bolju uspje$nost uklapanja mikonazol
nitrata u propilenglikol liposome te vecu fizi¢ku stabilnost u usporedbi s konvencionalnim
liposomima. Takoder je utvrdena vecéa antifungalna aktivnost u usporedbi s konvencionalnim
liposomima. Zakljueno je da prisutnost propilenglikola u strukturi liposoma znacajno

doprinosi antifungalnoj aktivnosti mikonazol nitrata.

1.1.4. Kationski liposomi

Liposomi koji u fosfolipidnom dvosloju sadrze pozitivno nabijene lipide nazivaju se
kationskim liposomima, a prvi su ih opisali Felgner i suradnici (1987). Najce$ce su istrazivani
za dostavu lijekova u genskoj terapiji kao ne-viralni vektori. Naime, pozitivan naboj na
povrSini Cestica pospjeSuje interakciju s negativnho nabijenim molekulama kao Sto su
nukleinske Kkiseline. Tako nastaju lipid-DNK kompleksi (lipopleksi) koji fuzijom s
plazmatskom membranom omogucéuju unos uklopljenog sadrzaja (nukleinske kiseline) u
stanicu (Vani¢, 2012b).

Osim u dostavi nukleinskih kiselina, peptida i proteina, kationski se liposomi istrazuju
i u lokalnoj antimikrobnoj terapiji. Antimikrobnom uéinku kationskih liposoma s uklopljenom
antimikrobnom djelatnom tvari doprinose i lipidi koji se koriste za njihovu pripravu. Cesta je
primjena sintetskog kationskog lipida dioktadecildimetilamonijevog bromida (DODAB) u
kombinaciji s fosfolipidima. DODAB vezanjem na membrane bakterijskih stanica (Campanha
i sur., 1999) te stanica gljivica dovodi do inverzije povrSinskog negativnog naboja Stanice u
pozitivan naboj. Pozitivan naboj na povrsini stanica mikroorganizama posljedi¢no dovodi do

njihove smrti (Vieira i Carmona-Ribeiro, 2006).



1.2.  Hidrogelovi

Hidrogelovi su polukruti farmaceutski oblici sastavljeni od trodimenzionalne mreze
hidrofilnih polimera unutar koje je zarobljena velika koli¢ina vode (Ahmed, 2015), a pritom
se polimerni lanci ne otapaju u vodi nego bubre. Moguénost adsorpcije vode proizlazi iz
prisustva hidrofilnih funkcionalnih skupina u strukturi polimera kao $to su OH, —COOH,
—CONH; i —SO3H, dok njihova umrezenost onemogucava otapanje U istoj (Ahmadi i sur.,
2015).

Brzina i stupanj adsorpcije vode ovise o gusto¢i umrezenih lanaca, kemijskoj strukturi
polimera, tj. broju i vrsti hidrofilnih skupina te vanjskim uvjetima kao $to su pH, temperatura
i svjetlost (Ahmadi i sur., 2015). Stupanj bubrenja odreduje mehanizam oslobadanja lijeka iz
polimernog matriksa, dok mehanicka svojstva formirane 3D-mreze odreduju postojanost
cjelokupnog sustava za dostavu lijeka, ali i kompatibilnost s okolnim tkivom na mjestu
primjene (Solji¢ Jerbi¢, 2017).

Hidrogelovi se mogu pripraviti iz prirodnih ili sintetskih polimera. Prednost pri
odabiru polimera se daje sintetskim derivatima zbog definirane strukture, stabilnosti, velikog
kapaciteta adsorpcije vode te visoke ¢vrstoce gela (Ahmed, 2015). S druge strane, prirodni
polimeri pokazuju veéu biokompatibilnost u odnosu na sintetske zbog biorazgradljivosti.
Najcesc¢e koriSteni prirodni polimeri u izradi hidrogelova su polisaharidi: alginat, celuloza,
hitin, kitozan, dekstran, hijaluronska kiselina, pektin, Skrob, ksantanska guma te proteini:
kolagen, svila, keratin, elastin, resilin i zelatina (Ahmadi i sur., 2015). Odredeni tipovi ovih
polimera pokazuju naglasena mukoadhezivna svojstva te su prikladni za primjenu na sluznice.
Udio vode u hidrogelu moze iznositi 80-90%, a osim vode cesto su prisutni humektansi
(ovlazivaci) poput glicerola i propilenglikola koji mogu preuzeti i ulogu suotapala. Zbog
mikrobioloSke kontaminacije hidrogelovi se obavezno konzerviraju (Baéirevi¢-Lacan 1 sur.,
2015).

Hidrogelovi su prikladne podloge za uklapanje hidrofilnih lijekova (djelatnih tvari)
namijenjenih topikalnoj primjeni na koZu 1 sluznice. Trenutno je na trZiStu Republike
Hrvatske registrirano pet lijekova na bazi hidrogela za vaginalnu primjenu i dvadeset i pet za
primjenu na kozu te jedan pripravak za oftalmicku primjenu. Vecina registriranih hidrogelova
su na bazi karbomera (karbopola) i hidroksietilceluloze (www.halmed.hr). Zbog jednostavne
strukture gelovi se istrazuju i kao podloge za uklapanje nanofarmaceutika namijenjenih

primjeni na koZu i sluznice.



Posljednjih desetljeca uvelike se istrazuju termo- i pH-osjetljivi gelovi (Bikram i West,
2008), a od prirodnih polimera za pripravu gelova velikog potencijala ima kitozan zbog
brojnih povoljnih terapijskih ucinaka.

1.2.1. Kitozan

Kitozan je linearni polisaharid sastavljen od 5000 glukozaminskih jedinica (-(1-4)-D-
glukozamin i N-acetil-D-glukozamin) koji nastaje alkalnom deacetilacijom hitina uz 40-50%
NaOH (Slika 2). Dobiva se iz skeleta rakova, morskih ¢lankonozaca i glavonozaca (Dai i sur.,
2011), a novija istrazivanja ukazuju na kulturu gljivica Aspergillus niger kao potencijalni
izvor (Rabea i sur., 2003). lako je hitin drugi prirodni polimer po zastupljenosti u prirodi
nakon celuloze (Cheung i sur., 2015), kitozan se prirodno pojavljuje jedino u stani¢nom zidu
nekih Mucor vrsta (Nilsen-Nygaard i sur., 2015). Medutim najée$¢i izvori koriSteni za
industrijsko dobivanje hitina su otpadne ljusture skampa, jastoga i rakova (Cheung i sur.,
2015; Nilsen-Nygaard i sur., 2015; Felt i sur., 1998).

Hitin i kitozan se medusobno razlikuju s obzirom na stupanj deacetiliranih skupina -
svojstvo koje kitozanu u odnosu na hitin smanjuje rigidnost i povecava topljivost (Ahmadi i
sur., 2015). Kitozan je topljiv u kiselinama (pH < 6), dok su u vodi topljive jedino soli
kitozana. Primarne amino skupine karakteristi¢ne za kitozan imaju pKa oko 6,5 (Stand i sur.,
2001). U pH okruZenju nizem od navedenog, amino skupine su protonirane, ¢ime kitozan
postaje topljivi kationski polielektrolit, dok su u okruZenju viSeg pH amino skupine
deprotonirane ¢ime se pokreée precipitacija polimernih lanaca, te je stoga topljivost kitozana

ovisna o pH (Nordtveit i sur., 1996).
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Slika 2. Shematski prikaz dobivanja kitozana iz hitina (Nilsen-Nygaard i sur., 2015)



Kitozan se zbog svoje niske cijene, netoksic¢nosti i biorazgradljivosti uvelike istrazuje
u biomedicini. Osim kao pomo¢na tvar u farmaceutskim oblicima, kitozan posjeduje bioloske
ucinke medu kojima je posebno vazno njegovo antimikrobno djelovanje. Ono ovisi 0 vrsti i
koncentraciji kitozana, stupnju polimerizacije i deacteilacije te okoliSnim ¢imbenicima (pH
medija). Osim velikog broja bakterijskih vrsta, antimikrobno djelovanje kitozana prou¢avano
je i na gljivicama, algama te virusima (Rabea i sur., 2003).

Pretpostavljena su dva dominantna mehanizma antibakterijskog djelovanja kitozana.
Prema prvom mehanizmu, kitozan visoke molekularne mase moze formirati membranu na
povrsini bakterijske stanice te tako sprjecavati ulazak potrebnih nutrijenata. Prema drugom
mehanizmu koji je karakteristiCan za kitozan niske molekularne mase, molekule kitozana
ulaze u bakterijsku stanicu te narusavaju njezinu fiziologiju flokulacijom negativno nabijenih
molekula. Prvi mehanizam opazen je kod Gram-pozitivnih, a drugi kod Gram-negativnih
bakterija (Zheng i Zhu, 2003).

Najnovija in vitro i in vivo istrazivanja upucuju na antitumorsko djelovanje kitozana
uvjetovano molekularnom masom i stupnjem deacetilacije polimera. Zabiljezena je i

antioksidativna aktivnost kitozana ispitana na in vitro modelima (Cheung i sur., 2015).

1.2.2. Kitozanski gelovi

Postupak geliranja kitozana moguce je provesti na vise nacina. Jedna od mogucnosti je
reacetilacija uz octeni anhidrid, ¢ime se povecava omjer acetiliranih skupina. Za izradu
transparentnih gelova koristi se beta-glicerol fosfat pri povisenoj temperaturi. Nadalje, kitozan
je moguce gelirati dodatkom alkalija u strogo kontroliranim uvjetima ili pak dodatkom
umrezivaca i kompleksirajucih tvari (Nilsen-Nygaard i sur., 2015).

Razgradnja kitozana u ljudskom tijelu odvija se posredstvom lizozima (enzim),
kiselina, gastrointestinalnin enzima ili bakterija prisutnih u kolonu. Kitozan je
biokompatibilan ne samo sa zdravom ve¢ i ozlijedenom kozom, a zbog svoje kationske
prirode dobro prianja na negativno nabijene bioloske povrsine (Sluznice) (Ahmadi i sur.,
2015). Stoga su hidrogelovi kitozana u Sirokoj primjeni kao terapijski sustavi za kontroliranu
(trans)dermalnu, oralnu, nazalnu, bukalnu, rektalnu, vaginalnu i okularnu primjenu lijekova
(Nilsen-Nygaards i sur., 2015). Gelove kitozana moguce je primijeniti intranazalno za dostavu
lijekova u srediSnji ziv€ani sustav. Naik i Nair (2014) potvrdili su da je termo-osjetljivi
kitozanski gel prikladan za dostavu antidepresiva doksepina kroz sluznicu nosa. Ispitivana

formulacija pokazala je optimalna svojstva geliranja, sigurnosti i u¢inkovitosti primjene.



Niska imunogenost omogucuje primjenu kitozana u rekonstrukciji tkiva te izradi
materijala za zarastanje rana. Stimulirajuci aktivnost makrofaga i proliferaciju stanica, kitozan
I njegovi derivati ubrzavaju proces cijeljenja te preveniraju nastanak oziljaka (Cheung i sur.,
2015). Razmatrana je i ucinkovitost kitozanskih gelova u prevenciji i lijeCenju tumora.
Antitumorsko djelovanje kitozanskog gela uo¢eno je primjenom subkutanog cjepiva kod
miseva oboljelih od melanoma (Highton i sur., 2015). Daljnja istrazivanja potvrdila su
profilakticko djelovanje cjepiva s kitozanskim gelom kod tumora mokra¢nog mjehura na

misevima Koje se temeljilo na aktivaciji CD8+ T-stanica (Highton i sur., 2016).

1.3. Koza

Koza je najveci ljudski organ koji prekriva citavo tijelo i sluzi kao prva linija obrane
od mikroorganizama, topline, kemikalija, toksina i dehidracije. Gradena je od tri sloja;

epidermis, dermis i potkozni sloj (subcutis, hipodermis) (Slika 3).
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Slika 3. Grada ljudske koze (www.dreamstime.com)



Vanjski, roznati sloj (stratum corneum) epidermisa, sastoji se od 10 do 20 slojeva
spljostenih, oroznjelih stanica (Igarashi i sur., 2005) mrtvih korneocita, krajnjeg produkta
terminalne diferencijacije epidermalnih keratinocita (Matsui i Amagai, 2015). Te su stanice
uklopljene u visokoorganizirani lipidni matriks (lIgarashi i sur., 2005), tako da nalikuju
ciglenom zidu Sto otezava prolaz makromolekula, ali i molekula lijeka kroz kozu (Richmond i
Harris, 2014). Ostala cetiri sloja su svijetli sloj (stratum lucidum), zrnati sloj (stratum
granulosum), trnasti sloj (stratum spinosum) i bazalni sloj (stratum basale). Svijetli sloj
postoji samo na podrucju dlanova i tabana gdje je koza deblja i izloZena trenju. Prosje¢na
debljina epidermisa je oko 0,2 milimetara, ali ona varira ovisno o dijelu tijela i udjelu vode
koju epidermis zadrzava. Iako u epidermisu nema krvnih ni limfnih Zzila to je metabolicki
aktivno tkivo u ¢ijem se bazalnom sloju stalno stvaraju nove stanice. Kod zdrave koze jedan
ciklus obnove epidermisa traje 28 do 30 dana ili 13 do 14 dana u podru¢jima gdje je
proliferacija stanica brza, poput koze lica (Igarashi i sur., 2005).

Dermis je izgraden od proteina ekstracelularnog matriksa koji kozi daju strukturu i
elasticnost (Richmond i Harris, 2014), zauzima mnogo vecu povrsSinu od epidermisa i smatra
se glavnim dijelom koZe. Ovaj sloj je mnogo deblji 1 sadrzi mali broj stanica. Graden je
prvenstveno od kolagenskih i elastinskih vlakana. Dermis se sastoji od dva sloja: papilarnog i
retikularnog. Papilarni sloj sadrzi velik broj zivcanih zavrSetaka, kapilara i vode, pa sudjeluje
u regulaciji tjelesne temperature i dostavi hranjivih tvari epidermisu. Retikularni sloj se nalazi
ispod papilarnog sloja, a Cini ga gusta mreza proteinskih vlakana (Igarashi i sur., 2005).
Epidermis i dermis odvojeni su bazalnom membranom, tankim, uskim slojem proteina
ekstracelularnog matriksa koji regulira gibanje stanica i proteina medu slojevima.

Treci sloj koze, potkozno masno tkivo, grade adipociti, a tu se nalaze i Zivci, te krvne i
limfne Zile (Richmond i Harris, 2014). Njegova debljina ovisi o spolu, dobi 1 endokrinom
sustavu organizma, te prehrani. Djeluje kao toplinski izolator i ublazava mehanicke podrazaje
(Igarashi i sur., 2005).

Povrsina koze ima razli¢ite vrijednosti pH koje variraju od 4,1 na vlasi$tu do 7,2 na
stopalima. Najve¢i dio koze na tijelu ima blago kiselu pH vrijednost (5,5) 1 nije povoljna
sredina za razvoj mikroorganizama, jer je za ve¢inu medicinski znacajnih bakterija optimalni
pH oko 7. Na povrsini koze se nalaze brojni mikroorganizmi (bakterije i gljivice), koje u
slu¢aju naruSavanja integriteta roznatog sloja mogu postati patogene. Porastom pH vrijednosti
koze stvaraju se uvjeti za razvoj gljivi¢nih oboljenja (Cajkovac, 2000).

Sluznica se definira kao nekeratinizirani epitel koji prekriva povrSine

gastrointestinalnog, respiratornog, urinarnog i genitalnog trakta te oka. lako grada sluznice
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ovisi 0 njenom anatomskom poloZaju ona uvijek ukljucuje unutarnji sloj vezivnog tkiva, te
vanjski, sloj epitelnih stanica koji stiti sluznicu od oste¢enja. Uobicajena je i prisutnost stanica
koje vrSe apsorpciju ili pak sekreciju sluzi, ¢ija je glavna komponenta mukopolisaharid
mucin. Izlu€ena sluz prije¢i prolaz tvarima iz okoli$a i mikroorganizmima dublje u tkivo te
tako S$titi sluznicu od oste¢enja (www.britannica.com). Za primjenu lijekova zanimljive su

sluznice koje se nalaze u blizini koze: nazalna, oralna, genitalna i analna podrucja (Elsner,
2011).

1.3.1. Primjena lijekova na kozu i sluznice

Ljekoviti oblici koji se primjenjuju topikalno na kozu dijele se u dvije kategorije -
pripravei koji ostvaruju lokalni (topikalni) u¢inak i1 pripravei kojima se postize sistemski
ucinak. Lokalni u¢inak na kozi i u njoj podrazumijeva djelovanje pripravka na povrsini koze,
u stratum corneumu, epidermisu i potencijalno dermisu za lijeCenje lokalnih oboljenja.
Transdermalna primjena lijekova podrazumijeva apsorpciju lijeka kroz kozu za ostvarivanje
ucinka na mjestu udaljenom od mjesta primjene (Prausnitz i Langer, 2008).

Primjenom lijeka na kozu (postizanje lokalnog ili sistemskog ucinka) izbjegava se prvi
prolaz lijeka kroz jetru te utjecaj varijabilnog pH u gastrointestinalnom sustavu, ¢imbenika
koji ograni¢avaju oralnu primjenu lijekova. Ostale prednosti primjene lijekova na kozu
ukljucuju: dobro prihvaéanje od strane pacijenata (adherencija), jednostavnu, bezbolnu i
neinvazivnu primjenu, povecanu bioraspolozivost lijeka, bolji fizioloSki 1 farmakoloski
u¢inak. Zadrzavanjem lijeka na/u kozi (lokalni ucinak) njegova je koncentracija u krvi i
tkivima udaljenim od mjesta primjene gotovo zanemariva, ¢ime je smanjena ucestalost
nezeljenih reakcija u odnosu na sistemsku primjenu (Singh i sur., 2015).

Primjena lijekova na kozu s ciljem djelovanja unutar koze ili transdermalno cesto je
otezana zbog postojanja kozne barijere (stratum corneum). Stoga je tijekom razvoja nove
formulacije neophodno razviti podlogu (vehikulum) odgovaraju¢ih svojstava koja ce
omoguciti dostavu uklopljene djelatne tvari na Zeljeno mjesto djelovanja (unutar koze ili
transdermalno). Uobicajene polucvrste podloge su masti, kreme i hidrogelovi. Zbog visokog
sadrzaja vode hidrogelovi osiguravaju dobru topljivost lijekova te omogucuju brzu migraciju
lijeka kroz podlogu sto ih ¢ini prikladnim oblicima namijenjenim primjeni lijekova na kozu, a

narocito na sluznice (Rehman i Zulfakar, 2013).
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1.3.2. Analna fisura

Analna fisura je patofizioloSko stanje s uzduznim rascjepom u epitelu analnog kanala
koji se proteze od ruba anusa distalno prema nazubljenoj liniji (Slika 4). Simptomi ukljucuju
bol za vrijeme i nakon defekacije, krvarenje svijetlo crvene boje, te pojavu na dodir bolno
osjetljive kvrzice veli¢ine graska. Analne fisure se Klasificiraju u akutne i kroni¢ne. S
jednakom ucestalo$¢u javljaju se i kod muskaraca i Zena, a moguca je pojava i kod djece

(Beaty i Shashidharan, 2016).

:,/ . '

Fisura

Slika 4. Shematski prikaz analne fisure (www.health.harvard.ed)

U 50% slucajeva analna fisura se povlaci spontano primjenom nefarmakoloSkih mjera
kao S§to su povecan unos vlakana i teku¢ine te tople sjedece kupke koje ublazuju bol
(Schlichtemeier i Engel, 2016). Farmakolosko lije¢enje ukljucuje topikalnu primjenu lijekova
koji relaksiraju unutarnji sfinkter i pospjeSuju dotok krvi u zahvaéeno podrucje. Rije¢ je 0
magistralnim pripravcima, mastima s nitroglicerinom ili blokatorima kalcijskih kanala
(nifedipinom ili diltiazemom). Uobicajena terapija ukljucuje primjenu 0,2% gliceril-trinitrata
u obliku masti ili 2% diltiazemklorida u obliku hidrogela 2 puta dnevno tijekom 6-8 tjedana
(Wald i sur., 2014). Smanjena suradljivost javlja se kod 20-30 % pacijenata zbog sistemske
apsorpcije gliceril-trinitrata koja dovodi do vazodilatacije i teskih glavobolja. Bolju
podnosljivost pokazali su topikalni pripravci blokatora kalcijskih kanala (Beaty i
Shashidharan, 2016). Za pacijente kod kojih nakon 6 do 8 tjedana lokalne terapije ne dode do

poboljsanja, prepruca se kirurski zahvat (Schlichtemeier i Engel, 2016).
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1.4. Diltiazem
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Slika 5. Strukturna formula diltiazema (www.drugbank.ca)

Diltiazem (Slika 5) je dostupan u obliku topljive soli - diltiazemklorida
(C22H27CIN20O,4S). Rije¢ je o bijelom do skoro bijelom kristalicnom prasku koji je dobro
topljiv u vodi, metanolu i u metilen kloridu, a slabo topljiv u anhidriénom etanolu (Ph. Eur.
8.0, 2014).

Mehanizam djelovanja diltiazema sastoji se u inhibiciji prolaska ekstracelularnog
kalcija kroz ion-specifi¢ne kanale na stani¢noj membrani, to¢nije otvoreni ili inaktivni L-tip
kalcijskih kanala (Striessnig i sur., 2015). Zbog zaustavljenog prolaza kalcija relaksira se
glatka muskulatura, posljedi¢no dolazi do vazodilatacije koronarnih krvnih Zila i pada krvnog
tlaka. Diltiazem reducira ponovno punjenje srca i otpor koronarnih krvnih zila i povecava
opskrbu srca krvlju. Dovodi do usporavanja provodenja impulsa u atrioventrikularnom ¢voru i
ima slabo inhibitorno djelovanje na kontraktilnost miokarda
(http://www.halmed.hr/upl/lijekovi/SPC/UP-1-530-09-14-02-08.pdf).

Nakon oralne primjene diltiazem se gotovo u potpunosti apsorbira i podlijeze
mehanizmu ,,prvog prolaska“ te se znacajno veze za proteine plazme (30-40% lijeka vezano
za albumin). Zbog lucenja u majc¢ino mlijeko u koli¢inama jednakim onima u serumu
primjena diltiazema za vrijeme dojenja se ne preporucuje. Diltiazem se u jetri deacetilira u
dezacetildiltiazem te se u obliku metabolita 35% doze izluCuje urinom, a ostatak fecesom

(http:/Awww.halmed.hr/upl/lijekovi/SPC/UP-1-530-09-14-02-08.pdf ).
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U Republici Hrvatskoj su registrirane samo tablete od 60 i od 90 mg diltiazemklorida
za oralnu primjenu indicirane za kroni¢nu stabilnu anginu pectoris, prevenciju anginoznog
napada, vazospasticnu anginu (Prinzmetalovu anginu) te esencijalnu hipertenziju
(http://www.halmed.hr/upl/lijekovi/SPC/UP-1-530-09-14-02-08.pdf )

Smatra se da bi blokatori kalcijskih kanala mogli biti od koristi 1 u lijeCenju Raynaudova
sindroma, migrene, pluénog edema, pa ¢ak i sprjeCavanju prijevremenog poroda (Elliott i sur.,
2001).

Zbog utjecaja na relaksaciju glatke muskulature i vazodilataciju, topikalno

primijenjeni diltiazem u obliku magistralnog pripravka upotrebljava se u terapiji akutnih i

kroni¢énih analnih fisura.

1.5. Azitromicin

Slika 6. Strukturna formula azitromicina (www.drugbank.ca)

Azitromicin se pojavljuje u obliku monohidrata i dihidrata (C3gH72012, X H20, x=1 ili
2) kao bijeli ili skoro bijeli praSak, netopljiv u vodi, a topljiv u anhidri¢énom etanolu i metilen
kloridu (Ph. Eur. 8.0, 2014). Mehanizam antibakterijskog djelovanja azitromicina sli¢an je
onom ostalih makrolidnih antibiotika. Vezu¢i se na 23 S podjedinicu rRNA, azitromicin
sprjecava slaganje 50 S podjedinice ribosoma posljedi¢no onemogucujuci translokaciju
aminokiselina i sintezu polipeptidnog lanca (Parnham i sur., 2014). Bazi¢ni karakter
azitromicina omogucava njegovu pojacanu penetraciju kroz vanjsku bakterijsku membranu
Sto ga Cini uCinkovitijim spram Gram-negativnih bakterija (Dinos i sur., 2001) poput

Chlamydia spp. (Retsema i sur., 1987).

13



Spektar djelovanja azitromicina proSiren je zahvaljuju¢i sposobnosti da inhibira rast
biofilma bakterijskih vrsta kao $to je Pseudomonas aeruginosa te bakterijsku produkciju
mukusa. Najveca posebnost azitromicina oc€ituje se u visokim koncentracijama antibiotika na
mjestu infekcije zbog nakupljanja u makrofagima i polimorfonuklearnim leukocitima na
nesaturabilan na¢in ovisan o vremenu, temperaturi i pH, gdje zatim modulira njihovu
aktivnost (Markoti¢, 2014).

Farmakokineticka ispitivanja su pokazala da azitromicin u tkivima postize
koncentracije i do 50 puta vise nego u plazmi (http://www.halmed.hr/upl/lijekovi/SPC/UP-I-
530-09-14-02-343.pdf). Za tkivnu distribuciju azitromicina i intracelularno nakupljanje
odgovorna je kemijska struktura azitromicina (Slika 6). Naime u laktonski prsten umetnut je
metilirani dusik. Azitromicin vrlo brzo ulazi u stanice i kako raste kiselost pojedinih stani¢nih
prostora tako je koncentracija azitromicina visa, te zbog veée disocijacije, dolazi do tzv. ,,ion
trappinga“ s konac¢no najviSom koncentracijom u lizosomima (Van Bambeke i Tulkens,
2001). Za razliku od ostalih makrolida, azitromicin ne ulazi u interakcije s citokromom 3A4.
Drugim rije¢ima zabiljeZena je mala vjerojatnost izazivanja Stetnih nuspojava te visoka razina
sigurnosti (Parnham i sur., 2014).

Antimikrobni spektar azitromicina ukljucuje razli¢ite Gram-pozitivne i Gram-
negativne mikroorganizme, anaerobe te intracelularne i klini¢ki atipi¢ne uzro¢nike. Koristi se
u lijeCenju infekcija gornjih i donjih disnih puteva, posebice kod pneumonija uzrokovanih
atipiénim agensima ukljucujuci Legionella pneumophila, koze i potkoznog tkiva, infekcije
Zeluca i dvanaesnika uzrokovane s Helicobacter pylori, nekompliciranih genitalnih infekcija
izazvanih s Chlamydia trachomatis te konjuktivitisa (www.halmed.hr).

Vrijeme polueliminacije iz plazme odrazava vrijeme polueliminacije iz tkiva i iznosi
od 2 do 4 dana, zbog Cega je trajanje terapije znacajno skraceno. Ukupna doza azitromicina
iznosi 1500 mg, daje se tijekom 3 dana, a u lijeCenju nekompliciranih spolno prenosivih
bolesti ukupna doza je 1000 mg i daje se jednokratno
(http://www.halmed.hr/upl/lijekovi/SPC/UP-1-530-09-14-02-343.pdf).

Uz pojacanu klinicku upotrebu antibiotika, velika prijetnja njihovoj djelotvornosti je
razvitak rezistencije. Dva su mehanizma bakterijske rezistencije na azitromicin; promjena
strukture veznog mjesta, Sto onemogucava vezanje lijeka, te povecana aktivnost efluksnih
pumpi, ¢ime se znacajno smanjuje koncentracija azitromicina unutar stanice (Parnham i sur.,
2014).

U Republici Hrvatskoj su registrirani razli¢iti oblici azitromicina namijenjeni: oralnoj

primjeni (filmom oblozene tablete, kapsule, prasak i tablete za oralne suspenzije),
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parenteralnoj primjeni (prasak za koncentrat za infuzijsku otopinu) i okularnoj primjeni (kapi)
(www.halmed.hr). Medutim, trenutno nema registriranih oblika azitromicina za topikalnu
primjenu na kozu.

S obzirom na dokazanu djelotvornost sistemski primijenjenog azitromicina spram
odredenih Lieshmania vrsta in vitro i in vivo, razmatrana je djelotvornost topikalno
primijenjenog lijeka uklopljenog u liposome kod lisSmanioza. Takva primjena u odnosu na
konvencionalnu terapiju sprijeéila bi nezeljene sistemske nuspojave i potaknula adherenciju
pacijenata (Rajabi i sur., 2016). Iz navedenih razloga, zanimljiva je mogucnost topikalne
primjene azitromicina i kod drugih, posebice kompliciranih, MRSA-uzrokovanih koznih

infekcija.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Liposomi se zbog svojih strukturnih svojstava i fizioloske prihvatljivosti dugi niz
godina istrazuju kao nosaci lijekova i primjenjuju razli¢itim putevima primjene. Topikalnom
primjenom liposoma na kozu i sluznice moguce je znacajno povecati koncentraciju lijeka
lokalno i smanjiti moguénost sistemske apSoropcije i nuspojava. Medutim, tekuca
konzistencija moze predstavljati ograni¢enje njihove primjene zbog kratkog zadrzavanja
formulacije na mjestu primjene.

Hidrogelovi su se pokazali prikladnom podlogom za uklapanje liposoma zbog
jednostavnog sastava i hidrofilnosti, koja pozitivno utjece na stabilnost fosfolipidnih vezikula
(Palac i sur., 2015). Inovativni hidrogelovi na bazi kitozana imaju velikog potencijala kao
podloge za primjenu lijekova na kozu i sluznice zbog svoje biorazgradljivosti,
bioadhezivnosti te antimikrobnih svojstava. Hurler i suradnici (2012) su pokazali da su
odredeni tipovi kitozanskih gelova prikladne podloge za umjeSavanje liposoma s uklopljenim

djelatnim tvarima.

Svrha ovog rada bila je pripraviti kitozanske gelove prikladne za uklapanje liposoma s
hidrofilnim i lipofilnim lijekovima (diltiazemklorid i azitromicin dihidrat) te provesti
fizikalnu karakterizaciju nastalih gelova. Pripravljeni su kitozanski gelovi s razli¢itim
tipovima i udjelima kitozana te je provedena optimizacija postupka izrade gela.

Liposomi s azitromicinom i diltiazemkloridom razli¢itog (fosfo)lipidnog sastava
pripravljeni su film metodom, proliposomskom i metodom razrjedenja poliola. Provedena je
homogenizacija liposomskih disperzija te fizikalna karakterizacija koja je ukljucivala
mjerenje srednjeg promjera, indeksa polidisperznosti i zeta potencijala. Razliciti tipovi
liposoma s diltiazemkloridom i azitromicin dihidratom su umjesavani u 2,5% kitozanski gel
(optimalna formulacija gela) te je provedeno ispitivanje mehanickih svojstava nastalih
formulacija odredivanjem teksturnih svojstava (&vrstoée, kohezivnosti i adhezivnosti). Zeljelo
se utvrditi kako sastav liposoma i uklopljena djelatna tvar utjeCu na fizikalna svojstva

izvornog kitozanskog gela.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

Instrumenti i pribor:
e rotacijski vakuum upariva¢ Biuichi Rotavapor R-200 (Buchi Labortechnik AG,
Svicarska)
e Zetasizer 3000 HS (Malvern Instruments, Velika Britanija)
e Texture Analyser TA.XT Plus (Stable Micro Systems Ltd., Velika Britanija)
e pH metar (Mettler-Toledo, Svicarska)
e ultrazvucna kupelj (Branson 1210, Sjedinjene Americke Drzave)
e ru¢ni mini-ekstruder (Avestin Inc., Kanada)
e polikarbonatne membrane promjera pora 100 i 400 nm (Avestin Inc., Kanada)

o filteri veli¢ine pora 0,45 pm (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Njemacka)

Kemikalije:

e Lipoid S75, sojin lecitin sa 75% fosfatidilkolina (Lipoid GmbH, Njemacka)

e Phospholipon H (Lipoid GmbH, Njemacka)

e natrijev deoksikolat (Sigma-Aldrich, Njemacka)

e dipalmitoilfosfaditilkolin (DPPC) (Sigma-Aldrich, Njemacka)

e dimetildiokatadecilamonijbromid (DODAB) (Sigma-Aldrich, Njemacka)

e azitromicin dihidrat (PLIVA Hrvatska Ltd., Hrvatska)

e diltiazemklorid (Fagron, Belgija)

e kitozan velike molekularne mase (high molecular weight, HMW) (Fluka, Sjedinjene
Americke Drzave)

e kitozan srednje molekularne mase (medium molecular weight, MMW) (Fluka,
Sjedinjene Americke Drzave)

e etanol, 96 vol% (Kemika, Hrvatska)

e mlijecna kiselina 88% (Sigma-Aldrich, Njemacka)

e propilenglikol (Sigma-Aldrich, Njemacka)

e Sephadex G-50 (Sigma-Aldrich, Njemacka)

o fosfatni pufer, PBSpH 7,51 6,8

17



3,5% (w/w) mlije¢na kiselina pripremljena je mijesanjem 3,98 g 88% mlije¢ne kiseline

(Sigma-Aldrich, Njemacka) i 96,02 g demineralizirane vode.

0,01 M fosfatni pufer pH 7,5 (PBS) pripremljen je otapanjem 1,3609 g KH,HPO4u
demineraliziranoj vodi do 1000 ml. Za podeSavanje pH vrijednosti koristen je 10 M KOH.

3.2. Metode

3.2.1. Optimizacija postupka izrade kitozanskog gela

Tijekom optimizacije postupka izrade kitozanskog gela koriSteni su razli€iti tipovi,
koncentracije i stupanj usitnjenosti kitozana. Hidrogelovi su pripravljani s razli¢itim udjelima
3,5 % mlijeéne kiseline, a sam postupak izrade bio je u ¢asi ili pateni (Tablica 1). Udio
propilenglikola bio je isti za sve hidrogelove i iznosio je 10 % (w/w).

Ukratko, kitozan je izvagan u zdjelici za vaganje, prebacen u ¢asu (ili patenu) te
otopljen u mlijecnoj kiselini rastrljavanjem sa staklenim Stapi¢em ili pistilom. Potom je u
smjesu umijeSan propilenglikol te je postepeno dodana demineralizirana voda do 10 g gela.
Nakon soniciranja na ultrazvuc¢noj kupelji (cca 30 min) gelovi su pokriveni parafilmom i

ostavljeni na sobnoj temperaturi tijekom 24 sata da bi u potpunosti izbubrili.

3.2.2. Priprava liposoma

3.2.2.1.  Priprava konvencionalnih liposoma s diltiazemkloridom

Konvencionalni liposomi s diltiazemkloridom pripremljeni su proliposomskom
metodom (Paveli¢ i sur., 2001). Fosfatidilkolin (110 mg) i Phospholipon H (15 mg) su
otopljeni u ¢asici (25 ml) u 0,3 g 96 vol% etanola mijeSanjem na magnetnoj mijesalici uz
blago zagrijavanje do 50 °C. Zatim je naglo dodano 0,5 ml prethodno pripremljene otopine
diltiazemklorida (0,5g/5ml, odmjerna tikvica) uz intenzivno mijeSanje (600 okretaja/minuta).
Proliposomska disperzija ohladena je na sobnu temperaturu i postepeno razrjedivana na
magnetnoj mijeSalici (600 okretaja/minuta) dokapavanjem fosfatnog pufera (pH 6,8) do 5 ml

(ukupni volumen liposomske disperzije). Tijekom narednih 45 minuta novonastala
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liposomska disperzija mijeSana je na mijeSalici, a zatim ostavljena joS 3 sata da se u

potpunosti hidratira (prilagodeno prema Pepic¢, 2017).

3.2.2.2.  Priprava propilenglikol liposoma s diltiazemkloridom

Elasti¢ni liposomi s diltiazemkloridom pripremljeni su metodom razrjedenja poliola
(Paveli¢ 1 sur., 2001). Fosfatidilkolin (125 mg) je otopljen u ¢asici od 25 ml u 0,5 g
propilenglikola mijeSanjem na magnetskoj mijesalici uz blago zagrijavanje. Zatim je dodano
2,5 ml prethodno pripremljene otopine diltiazemklorida (0,5g/5ml, odmjerna tikvica) uz
intenzivno mijesanje (600 okretaja/min). Nastala homogena viskozna disperzija je potom
razrjedivana dodavanjem fosfatnog pufera (pH 6,8) uz neprekidno mijesanje na magnetskoj
mijesalici tijekom 30-ak minuta, a zatim ostavljena jo$ 3 sata da se u potpunosti hidratira.

Ukupan volumen liposomske disperzije iznosio je 5 ml (prilagodeno prema Pepi¢, 2017).

3.2.2.3.  Priprava konvencionalnih liposoma s aztromicin dihidratom

Konvencionalni liposomi s azitromicin dihidratom pripremljeni su tzv. ,film
metodom* (Vani¢, 2012a) (Slika 7). 100 mg sojinog fosfatidilkolina i 15 mg azitromicina
odvagano je u ¢asici od 25 ml i otopljeno u 2 ml apsolutnog etanola (96 vol%) uz soniciranje
na ultrazvu¢noj kupelji. Otopina je kvantitativno prenesena u tikvicu okruglog dna od 100 ml,
uz dodatno ispiranje s etanolom (2 ml), te je cjelokupni etanol otparen na vakuumskom
rotacijskom uparivacu pri 40 °C. OsuSeni fosfolipidni film s azitromicinom je zatim
hidratiziran dodatkom 5 ml fosfatnog pufera (pH 7,5) na sobnoj temperaturi ru¢nim

protresivanjem tikvice i muc¢kanjem do potpune hidratacije filma.
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Fosfolipidi 7~ Vodeni medij
(+ lipofilni lijek) (+ hidrofilni lijek)

Otparavanje

¥

Organsko otapalo Fosfolipidni film
Hidratacija Soniciranje
Muckanje Ekstruzija

Homogenizacija

Veliki multilamelarni liposomi Mali unilamelarni liposomi
(MLV) (Suv)

Slika 7. Priprava liposoma metodom hidratacije suhog fosfolipidnog sloja (,,film
metoda‘) (Vani¢, 2012a)

3.2.2.4.  Priprava propilenglikol liposoma s azitromicin dihidratom

Propilenglikol liposomi s azitromicin dihidratom pripremljeni su iz 85 mg
fosfatidilkolina i 15 mg azitromicin dihidrata na nacin opisan za konvencionalne i
deformabilne liposome. Razlika je jedino u postupku hidratacije filma pri ¢emu je koristena
30% (w/v) otopina propilenglikola u puferu, pH 7.5. Kona¢ni volumen liposomske disperzije

iznosio je 5 ml.

3.2.25.  Priprava deformabilnih liposoma s azitromicin dihidratom

Fosfatidilkolin (85 mg), natrijev deoksikolat (15 mg) i azitromicin dihidrat (15mg)
odvagani su u casici i otopljeni u 2 ml apsolutnog etanola uz soniciranje na ultrazvuénoj
kupelji. Otopina je kvantitativno prenesena u tikvicu okruglog dna od 100 ml uz ispiranje s
etanolom (2 ml), te je cjelokupni sadrzaj etanola otparen iz preparacije na uparivacu pri 40
°C. Suhi fosfolipidni film je zatim hidratiziran dodatkom 5 ml fosfatnog pufera (pH 7,5) na

sobnoj temperaturi ru¢nim protresivanjem tikvice i muc¢kanjem do potpune hidratacije filma.
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3.2.2.6.  Priprava kationskih liposoma s azitromicin dihidratom

Kationski liposomi s azitromicin dihidratom pripremljeni su otapanjem 73 mg
dipalmitoilfosfaditilkolina (DPPC), 27 mg dimetildioktadecilamonijbromida (DODAB) i 15
mg azitromicin dihidrata u 2 ml etanola uz soniciranje na ultrazvuénoj kupelji. Otopina je
kvantitativno prenesena u tikvicu okruglog dna od 100 ml, isprana dodatno s 2 ml etanola te je
cjelokupni etanol otparen na vakuumskom rotacijskom uparivac¢u pri 60 °C. OsuSeni lipidni
film s azitromicinom je potom hidratiziran dodatkom 5 ml fosfatnog pufera (pH 7.,5),
zagrijanog na istu temperaturu, uz rotaciju na uparivacu uz odrzavanje temperature (60 °C) do

potpune hidratacije.

Sve su preparacije liposoma (s diltiazemkloridom i azitromicin dihidratom)
homogenizirane ru¢nim mini-ekstruderom (Slika 8) ekstrudiranjem tri puta kroz
polikarbonatne membranske filtere promjera pora 400 nm, dok su liposomi s azitromicin
dihidratom dodatno ekstrudirani (jedanput) kroz filtere promjera pora 100 nm.

Slika 8. Ekstruzija liposomskih disperzija kroz polikarbonatne membranske filtre

(http://www.avestin.com)
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3.2.3. Mjerenje srednjeg promjera, indeksa polidisperznosti i zeta
potencijala liposoma

Srednji promjeri i indeks polidisperznosti liposoma razli¢itog (fosfo)lipidnog sastava i
uklopljene djelatne tvari odredeni su metodom fotonske korelacijske spektroskopije (PCS).
Mjerenja su provedena na uredaju Zetasizer 3000 HS (Malvern Instruments, Velika Britanija)
pri temperaturi od 25 °C, osim za kationske liposome ¢ije je mjerenje provedeno na 40 °C.
Uzorak je pripremljen u jednokratnoj kiveti razrjedivanjem 1 kapi liposomske disperzije
(priblizno 20 pul) s 1 mM otopinom NaCl prethodno profiltrirane kroz filter veli¢ine pora 0,45
um. Mjerenja su provedena s izvornim i homogeniziranim liposomskim disperzijama.

Zeta potencijali liposoma razli¢itog (fosfo)lipidnog sastava i uklopljene djelatne tvari
izmjereni su na uredaju Zetasizer 3000 HS (Malvern Instruments, Velika Britanija). Mjerenje
je provedeno pri sobnoj temperaturi, nakon kalibracije instrumenta mjerenjem zeta potencijala
standarda (Malvern Zeta Potential Transfer Standard 50+£5 mV). Uzorak je pripremljen

razrjedenjem liposomske disperzije s 1 mM otopinom NaCl.

3.2.4. Uklapanje liposoma u kitozanske gelove

U degazirani 2,5% kitozanski gel pripravljen iz kitozana velike molekularne mase
(optimalna formulacija gela) umijesani su liposomi s uklopljenim diltiazemkloridom ili
azitromicin dihidratom, kojima je prethodno odijeljena neuklopljena frakcija lijeka. Mijesanje
je provedeno staklenim Stapicem do potpune homogenizacije smjese te je formulacija
liposomi-u-hidrogelu ponovno degazirana. Udio liposoma u kona¢noj formulaciji iznosio je
30% (w/w).

Na isti nacin pripremljen je uzorak kontrolnog gela koji je umjesto liposoma sadrzavao
otopinu diltiazemklorida ili azitromicin dihidrata u istoj masi koliko je iznosio udio liposoma

u pripravku liposomi-u-hidrogelu (30%).
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3.25. Teksturna analiza gelova s uklopljenim liposomima

Odredivanje teksturnih svojstava liposomskih hidrogelova provedeno je na uredaju
Texture Analyser TA.XT Plus (Stable Micro Systems Ltd., UK). Casa (100 ml) je napunjena
uzorkom liposoma-u-hidrogelu (otprilike 50 ml), tako da se izbjegne uklapanje zraka i
omoguci nastanak glatke povrsSine gela. Disk promjera 40 mm utisnut je u hidrogel brzinom 1
mm/s do dubine od 10 mm i ponovno izvucen. Izmjerena je ¢vrstoca hidrogela te su izracunati
teksturni parametri koji pokazuju kohezivnost i adhezivnost. Mjerenja su izvedena u
triplikatu, a svaki uzorak bio je mjeren 5 puta na sobnoj temperaturi. Kontrolni uzorci

hidrogelova ispitani su pod istim uvjetima (Hurler i sur., 2012).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Optimizacija kitozanskih hidrogelova

Pripremljeni su gelovi razli¢itog udjela kitozana i mlijeéne kiseline (Tablica 1).
Formulacije neprikladne konzistencije, nedovoljno izbubrenog polimera i neodgovarajuc¢e pH
vrijednosti su odbacene iz daljnje obrade (ispitivanja). Pokazano je da su gelovi izradeni od
kitozana velike molekularne mase i pri nizim koncentracijama polimera imali odgovaraju¢u
(zeljenu konzistenciju) koja bi bila prikladna za uklapanje liposoma. Stoga je u vecini

izradenih gelova bio koristen visokomolekularni (HMW) kitozan.
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Tablica 1. Pregled koristenih tipova kitozana te udjela kitozana i mlije¢ne kiseline tijekom

optimizacije postupka priprave hidrogela

MMW 4 44 ) tata nedovoljno gtopljenllzbubren
kitozan

HMW 4 4.4 ) tata nedovoljno c_)topljenllzbubren
kitozan

HMW 35 3,85 ) tata nedovoljno c')topljenllzbubren
kitozan

HMW 3 3 ) tata nedovoljno gtopljenllzbubren
kitozan

HMW 3 3 ) patena nedovoljno gtopljenllzbubren
kitozan

HMW 3 33 ) tata nedovoljno gtopljenllzbubren
kitozan

HMW 3 35 ) patena nedovoljno gtopljenllzbubren
kitozan

HMW 3 35 ) tata nedovoljno gtopljenllzbubren
kitozan

HMW 3 4 ) tata nedovoljno c_)topljenllzbubren
kitozan

HMW 3 4,5 - Cafa neodgovarajuci pH (4,62)

HMW 3 5 - Casa neodgovarajuci pH (4,35)

HMW 3 5 - ¢aSa neodgovarajuci pH (4,30)

HMW 3 55 - ¢asa neodgovarajuéi pH (4,24)

HMW 3 6 - Casa neodgovarajuci pH (3,78)

HMW 3 6,5 - Casa neodgovarajuci pH (3,70)

HMW 25 2.75 ) tata nedovoljno gtopljenllzbubren
kitozan

HMW 25 3 + tata nedovoljno gtopljenllzbubren
kitozan

HMW 25 3,25 + tata nedovoljno c_)topljenllzbubren
kitozan

HMW 25 35 + cata optimalna formulacija,
pH 5,05

HMW 2 2,2 - Casa preniska konzistencija gela

HMW 1,5 1,65 - Casa preniska konzistencija gela

HMW, kitozan velike molekularne mase; MMW, kitozan srednje molekularne mase. Kitozan (%)
predstavlja udio kitozana u 100 g hidrogela (w/w). Usitnjavanje kitozana provedeno je mljevenjem
prethodno smrznutog polimera na -70 °C. Masa hidrogela tijekom optimizacije postupka izrade
iznosila je 10 g.
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Nakon izrade, svakom gelu je izmjeren pH koristenjem pH metra s pH elektrodom za
polucvrste pripravke. Velik broj faktora, kao Sto su endogeni faktori: dob, genetska
predispozicija te predio koze, ali i egzogenih poput primjene kozmetickih preparata ili
detergensa utjece na pH vrijednosti koze (Ali i Yosipovitch, 2013). Te vrijednosti mogu
varirati izmedu pH 4 1 7, ali najceS¢e je povrSina koze blago kisela (pH=5,5) Sto je Cini
nepovoljnom sredinom za razvoj mikroorganizama (Cajkovac, 2000). Kako ne bi izazivao
iritacije kod primjene, pH hidrogela trebao bi biti $to blize ovoj vrijednosti. Stoga je prilikom
postupka optimizacije izrade hidrogela bilo potrebno uspostaviti odgovarajuéu ravnotezu
izmedu dovoljno izbubrenog gela i zeljenog pH.

Provedena optimizacija postupka izrade hidrogela pokazala je optimalnom preparaciju
kitozanskog hidrogela s 2,5% (w/w) kitozana velike molekularne mase izradenu s 3,5 g 3,5%

mlije¢ne kiseline. 1zmjereni pH iznosio je 5,05.

4.2. Fizikalna karakterizacija liposoma s diltiazemkloridom i
azitromicin dihidratom

Srednji promjeri i indeksi polidisperznosti razli¢itih tipova liposoma s razli¢itim
uklopljenim djelatnim tvarima (prije i nakon ekstruzije) prikazani su Slikama 9 i 10 te

Tablicom 2.
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Slika 9. Srednji promjeri liposoma s diltiazemkloridom, prije i nakon ekstruzije

(1-konvencionalni liposomi, 2-propilenglikol liposomi)
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Slika 10. Srednji promjeri liposoma s azitromicin dihidratom prije i nakon ekstruzije (1-
konvencionalni liposomi, 2-propilenglikol liposomi, 3-deformabilni liposomi, 4-kationski
liposomi)
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Tablica 2. Vrijednosti indeksa polidisperznosti liposoma s diltiazemkloridom i azitromicin

dihidratom
) Formulacija Indeks polidisperznosti
Djelatna tvar _ _ _ _
liposoma Prije ekstruzije Nakon ekstruzije
o _ Konvencionalni 0,473+0,082 0,275+0,8
Diltiazem klorid i :
Propilenglikol 0,569+0,073 0,235+0,025
Konvencionalni 0,91+0,08 0,10+0,01
) o Propilenglikol 1,00£0.00 0,19+0,03
Azitromicin dihidrat _
Deformabilni 0,81+0,11 0,13+0,04
Kationski 1,00+0.00 0,4340,10

Iz prikaza rezultata (Slike 9 i 10, Tablica 2) ocito je da se ekstruzijom znacajno
smanjuje veli¢ina (srednji promjeri) te indeksi polidisperznosti izvorno pripravljenih liposoma
(neovisno o kojem je tipu liposoma i uklopljenoj djelatnoj tvari rijec).

Usporedba razlic¢itih tipova liposoma s azitromicin dihidratom ukazuje na izrazito veci
promjer kationskih liposoma (ekstrudirani i neekstrudirani) (Slika 10) koji je posljedica
specificnog lipidnog sastava i fizikalnih svojstava liposoma. Deformabilni liposomi s
azitromicin dihidratom bili su zna¢ajno manjeg srednjeg promjera (113 nm) u odnosu na
konvencionalne liposome (137 nm) s$to je u skladu s literaturnim podacima (Palac i sur.,
2015), dok su propilenglikol liposomi veli¢inom (142 nm) bili sli¢ni konvencionalnim
liposomima.

U slucaju uklopljene hidrofilne djelatne tvari (diltiazemklorid) u razlicite tipove
liposoma (Slika 9), (konvencionalni i elasti¢ni), srednji promjer elasti¢nih propilenglikol
liposoma je bio znacajno manji (207 nm) od konvencionalnih liposoma (233 nm). Dobiveni
rezultati u suglasnosti su s literaturom. Naime brojne studije su pokazale manji promjer
elasti¢nih propilenglikol liposoma u odnosu na konvencionalne liposome istog fosfolipidnog

sastava (Palac i sur., 2014; Vani¢ i sur., 2014; EImoslemany i sur., 2012).

Indeks polidisperznosti ukazuje na heterogenost/homogenost liposomskih preparacija.
Vrijednosti indeksa polidisperznosti izvornih liposomskih disperzija (i s diltiazemkloridom i s
azitromicin dihidratom) ukazuju na znacajnu heterogenost disperzija, osobito propilenglikol i
kationskih liposoma s azitromicinom (Tablica 2). Obje izvorne preparacije liposoma s
diltiazemkloridom imale su indekse polidisperznosti 0,47 (konvencionalni liposomi) i 0,57
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(propilenglikol liposomi). lako su te vrijednosti znacajno, gotovo upola manje, od vrijednosti
dobivenih indeksa polidisperznosti izvornih preparacija liposoma s azitromicin dihidratom, i
dalje ukazuju na heterogenu distribuciju veli¢ine liposoma. Manje vrijednosti indeksa
polidisperznosti neekstrudiranih liposoma s diltiazemkloridom u usporedbi s liposomima s
azitromicin dihidratom posljedica su koristenih razli¢itih metoda priprave liposoma. Naime,
film metoda (koristena za izradu liposoma s azitromicin dihidratom) karakteristicna je po
stvaranju velikih multilamelarnih liposoma promjera veéeg od 10 um, dok proliposomska i
metoda razrjedenja poliola rezultiraju znac¢ajno manjim oligo- i multi-lamelarnim liposomima.

Imaju¢i u vidu terapijsku primjenu liposoma kao nosaca lijekova i kontrolirano
oslobadanje lijeka iz vezikula, Siroka razdioba veli¢ina moze predstavljati poteskoc¢u, pa je
nuzna homogenizacija pripravka, odnosno smanjivanje veliine liposoma (Mandi¢ i sur.,
2012). Kako bi se dobili liposomi uze distribucije veli¢ina, provedena je ekstruzija
preparacija. Tako su ekstudirani liposomi s azitromicin dihidratom imali indeks
polidisperznosti u rasponu 0,10-0,19 (izrazito homogene disperzije) dok su jedino kationski

liposomi i dalji imali znacajno veéi indeks polidisperznosti (0,43).

Zeta potencijal indirektno upucuje na povrsinski naboj liposoma (Samadikhak i sur.,
2011). Naboj na povrsini liposoma mjera je njihove fizicke i in vivo stabilnosti te omogucuje
predvidanje stabilnosti disperzija tijekom uskladiStenja, ali i mogucih interakcija liposoma s
bioloskim okruzenjem (www.malvernpanalytical.com).

Izmjereni zeta potencijali razli¢itih tipova liposoma s razliCitim djelatnim tvarima
(Tablica 3) prvenstveno su posljedica fosfolipidnog sastava liposoma, a ne uklopljene djelatne
tvari. Sve su liposomske preparacije izuzev kationskih liposoma s azitromicin dihidratom (+
62 mV) imale negativan zeta potencijal (-43 mV do -54 mV) koji ukazuje na adekvatnu
fizicku stabilnost svih ispitivanih liposomskih disperzija. Zanimljivo je spomenuti da su
Ogiso i suradnici (2001) pokazali kako negativno nabijeni liposomi dopiru do dermisa kroz
stratum corneum uz folikul dlake puno brZze od pozitivno nabijenih ¢estica. S druge strane,
poznato je da kationski liposomi uspostavljaju dobar kontakt s negativno nabijenim stanicama
(elektrostatski) te zbog kationskih lipida mogu doprinijeti antimikrobnom ucinku formulacije
(liposomi s azitromicinom). Stoga je potrebno provesti daljnja in vitro ispitivanja koja bi te

pretpostavke potvrdila.
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Tablica 3. Vrijednosti zeta potencijala ispitivanih liposomskih preparacija

Djelatna tvar Formulacija liposoma Zeta potencijal (mV)
Konvencionalni -51,9+0,5
Diltiazemklorid i i

Propilenglikol -54,3+0,6

Konvencionalni -43,9+0,7

Propilenglikol -48,4+1,9

Azitromicin dihidrat _

Deformabilni -45,8+0,5

KationskKi +62,2+1,1

4.2.1. Fizikalna karakterizacija liposomskih hidrogelova

Jedno od vaznih svojstava u karakterizaciji gela je njegova &vrstoca. Cvrstoéa se mjeri
umetanjem diska u uzorak pri definiranoj brzini uz mjerenje sile potrebne za prolazak kroz
gel. Dakle, sila potrebna za prodiranje u gel do odredene dubine predstavlja ¢vrstocu gela.
Cvrstoca ispitivanog gela ne ovisi samo o sastavu (Hurler i sur., 2012) gela ve¢ i o veli¢ini i
obliku uzorka gela, veli¢ini sonde, brzini te dubini prodiranja (Grillet i sur., 2012). Ona je
usko povezana s koncentracijom polimera u uzorku gela te ukazuje na moguénost njegove
primjene na kozu (Hurler i sur., 2012).

Adhezija podrazumijeva medusobno privlacenje povrSina dvaju tijela nacinjenih od
razli¢itih tvari koje su posljedica elektromagnetskog medudjelovanja molekula na povrsini
dvaju tijela (Lopac, 2009). Rad koji je potreban za izvlacenje diska iz polu¢vrstog uzorka
mjera je sposobnosti prianjanja formulacije na disk (Hurler i Skalko-Basnet, 2012). Kao i
¢vrstoca, adhezivnost gela ovisi o koncentraciji polimera i prisutnim pomoénim tvarima i
upucuje na moguénost zadrzavanja gela na kozi (Hurler i sur., 2012).

Kohezija je privlacna sila elektromagnetskog podrijetla izmedu molekula u nekoj tvari
koja drzi Cestice te tvari na okupu (Lopac, 2009). Kohezivnost u teksturnoj analizi odreduje
rad koji je potreban da bi se disk utisnuo u gel te posredno ukazuje na mogucnost istiskivanja
gela iz spremnika (tube) (Hurler i Skalko-Basnet, 2012).

Kod optimiziranja formulacija namijenjenih topikalnoj primjeni potrebno je
uspostaviti ravnotezu izmedu kohezivnosti i adhezivnosti ispitivane polucvrste formulacije
(gela), osobito u svrhu postizanja produljenog zadrzavanja formulacije na mjestu primjene
(Hurler i sur., 2012).
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Mehanicka svojstva liposomskih gelova utvrdena su mjerenjem cvrstoce, adhezivnosti i
kohezivnosti teksturnim analizatorom na nacin detaljno opisan u poglavlju 3.2.5. Analizirani
teksturni parametri (¢vrstoca, kohezivnost i adhezivnost) u korelaciji su s primjenjivoséu
formulacije na kozu i sluznicu, istiskivanjem pripravka iz spremnika te zadrzavanju pripravka

na mjestu primjene. Rezultati provedenih ispitivanja su prikazani Slikama 11-16.
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Slika 11. Utjecaj razli¢itih tipova liposoma s diltiazemkloridom na ¢vrstocu 2,5% kitozanskog

gela (OG-originalni gel, CL-konvencionalni liposomi, PGL-propilenglikol liposomi)
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Slika 12. Utjecaj razlicitih tipova liposoma s azitromicin dihidratom na ¢vrsto¢u 2,5%
kitozanskog gela (OG-originalni gel, CL-konvencionalni liposomi, PGL-propilenglikol
liposomi, DL-deformabilni liposomi, CATL-kationski liposomi)

Slike 11 i 12 jasno pokazuju da umjesavanjem liposoma u izvorni kitozanskih gel
opada njegova CvrstoCa. Tako je primjerice umjeSavanjem konvencionalnih liposoma s
diltiazemkloridom u 2.5% kitozanski gel znac¢ajno narusena njegova izvorna ¢vrstoca (Slika
11), sto je i logicno budu¢i da je sadrzaj liposomske disperzije u gelu iznosio 30% (w/w).
Cvrsto¢a formulacije propilenglikol liposoma-u-kitozanskom gelu bila je neznatno niza (33 g)

u odnosu na formulaciju s konvencionalnim liposomima (38 g).

Najmanju ¢vrstocu medu liposomskim gelovima s azitromicin dihidratom (Slika 12)
imali su konvencionalni liposomi-u-kitozanskom gelu (33 g), dok su deformabilni i kationski
liposomi imali podjednaki utjecaj koji je bio usporediv s kontrolom (otopina azitromicina-u-
kitozanskom gelu). Najmanji pad izvorne ¢vrstoée gela postignut je umjeSavanjem

propilenglikol liposoma (50 g).
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Slika 13. Utjecaj razlicitih tipova liposoma s diltiazemkloridom na kohezivnost 2,5%
kitozanskog gela (OG-originalni gel, CL-konvencionalni liposomi, PGL-propilenglikol

liposomi)
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Slika 14. Utjecaj razlicitih tipova liposoma s azitromicin dihidratom na kohezivnost 2,5%
kitozanskog gela (OG-originalni gel, CL-konvencionalni liposomi, PGL-propilenglikol
liposomi, DL-deformabilni liposomi, CATL-kationski liposomi)

Kohezivnost izvornog kitozanskog gela takoder znaajno opada umjeSavanjem
liposoma (Slike 13 i 14), sli¢cno kao kod ¢vrstoée (Slike 11 i 12). Usporedba razlicitih tipova
liposoma s diltiazemkloridom uklopljenim u 2,5% kitozanski gel pokazala je da su

propilenglikol liposomi imali veceg utjecaja na pad kohezivnosti izvornog gela od
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konvencionalnih liposoma (Slika 13). Obrnuta pojava zabiljezena je kad je uklopljena djelatna
tvar u liposomima bila azitromicin dihidrat (Slika 14). Naime, kohezivnost je bila najmanja za
formulaciju konvencionalnih liposoma-u-gelu (70 g-s) u usporedbi s propilenglikol
liposomima (108 g-s). Usporedba liposomskih formulacija s kontrolnim gelom (99 g-s),
ukazuje na najbolje ocuvanje izvorne kohezivnosti kitozanskog gela umjeSavanjem
propilenglikol liposoma. Za razliku od propilenglikol liposoma, uklapanje deformabilnih
liposoma znac¢ajno je smanjilo izvornu kohezivnost gelova dok su kationski liposomi imali
povoljniji uéinak (manje izrazen pad kohezivnosti) od deformabilnih i konvencionalnih
liposoma (Slika 13).

Slike 15 i 16 pokazuju utjecaj razlicitih tipova liposoma s diltiazemkloridom i

azitromicin dihidratom na promjene adhezivnosti izvornog 2,5% kitozanskog gela.

0G CL PGL

I
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-40 - -32,09

Adhezivnost (g's)

-107,08

-120

Slika 15. Utjecaj razli¢itih tipova liposoma s diltiazemkloridom na adhezivnost 2,5%
kitozanskog gela (OG-originalni gel, CL-konvencionalni liposomi, PGL-propilenglikol

liposomi)
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Slika 16. Utjecaj razlicitih tipova liposoma s azitromicin dihidratom na kohezivnost 2,5%
kitozanskog gela (OG-originalni gel, CL-konvencionalni liposomi, PGL-propilenglikol

liposomi, DL-deformabilni liposomi, CATL-kationski liposomi)

Smanjenje adhezivnosti potvrdeno je za sve preparacije liposoma uklopljene u 2,5%
kitozanski gel, neovisno o uklopljenoj djelatnoj tvari u liposomima. Sli¢no kao i za ¢vrsto¢u
(Slika 11) i kohezivnost (Slika 13), adhezivnost izvornog kitozanskog gela je bila manje
narus$ena uklapanjem konvencionalnih liposoma s diltiazemkloridom nego s propilenglikol
liposomima. Nasuprot tome, medu ispitivanim razli¢itim tipovima liposoma s azitromicin
dihidratom, propilenglikol liposomi su imali najpovoljniji uc¢inak po pitanju ocuvanja izvorne

adhezivnosti kitozanskog gela u odnosu na ostale tipove liposoma (Slika 16).

Rezultati provedene fizikalne karakterizacije kitozanskih gelova s razli¢itim tipovima
liposoma i uklopljenim djelatnim tvarima teksturnim analizatorom bila su u suglasnosti s
postojeCom literaturom. Dodatkom uklopljene djelatne tvari, nanonosaca (liposoma S
uklopljenim lijekom) ili pak modifikacijom sastava podloge mijenjaju se njezina izvorna
teksturna svojstva: ¢vrstoca, kohezivnost i adhezivnost (Palac i sur., 2015; Vani¢ i sur., 2014;

Hurler i sur., 2012).

Provedena ispitivanja mehanickih svojstava liposomskih gelova pokazuju da se

teksturnom analizom inovativnog kitozanskog gela moze utvrditi kako tip liposoma
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(fosfolipidni sastav), prisutsvo suotapala i fizikalno-kemijska svojstva uklopljene djelatne
tvari u liposomima mijenjaju fizikalna svojstva izvornog gela koja se odrazavaju u
promjenama mehani¢nih svojstava gela tijekom nanoSenja pripavka na povrSinu (koza ili

sluznica), istiskivanju iz spremnika (tube) i zadrzavanju pripravka na mjestu primjene.
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5. ZAKLJUCCI

Temeljem svih provedenih ispitivanja i obradom dobivenih rezultata moguce je izvesti

sljedece zakljucke:

2,5% Kkitozanski gel pripravljen iz kitozana velike molekularne mase odabran je
optimalnom podlogom za uklapanje liposoma s diltiazemkloridom i azitromicin
dihidratom
pH optimalne formulacije kitozanskog hidrogela iznosio je 5,05
metoda priprave, (fosfo)lipidni sastav, prisustvo surfaktanta i suotapala utjeCu na
fizikalna svojstva liposoma
homogenizacijom liposomskih disperzija s diltiazemkloridom i azitromicin dihidratom
dobiveni su liposomi srednjeg promjera do 300 nm, te niskog indeksa polidisperznosti
(<0,23), sto ih ¢ini prikladnim za topikalnu primjenu na kozu i sluznice
zeta potencijali svih evaluiranih preparacija liposoma posljedica su njihovog
(fosfo)lipidnog sastava, a ne uklopljene djelatne tvari te ukazuju na formiranje fizicki
stabilnih liposomskih disperzija
uklapanje razli¢itih tipova liposoma s razli¢itim djelatnim tvarima u 2,5 % kitozanski
gel odrazilo se u promjenama teksturnih svojstava izvornog gela: ¢&vrstodi,
kohezivnosti i adhezivnosti
propilenglikol liposomi s azitromicin dihidratom imali su najmanji ucinak na
promjene svih teksturnih svojstava izvornog gela, dok su u slucaju uklopljenog
diltiazemklorida konvencionalni liposomi pokazali povoljniji ué¢inak
pokazano je da (fosfo)lipidni sastav liposoma, prisustvo suotapala i lipofilnost
uklopljene djelatne tvari razli¢ito doprinose mehani¢kim svojstvima liposomskih
hidrogelova:

a) cvrsto¢i (nanoSenje pripravaka na kozu ili sluznicu),

b) kohezivnosti (istiskivanje formulacije iz spremnika (tube) i

c) adhezivnosti (zadrzavanje formulacije na mjestu primjene).
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7. SAZETAK

Cilj ovog rada bio je pripraviti kitozanski gel odgovarajucih fizikalnih svojstava koji
bi bio prikladan za uklapanje liposoma s hidrofilnim i lipofilnim djelatnim tvarima
(diltiazemklorid i1 azitromicin dihidrat) te provesti fizikalnu karakterizaciju liposomskih
gelova. Pripravljeni su kitozanski gelovi s razli¢itim tipovima i udjelima kitozana te je
provedena optimizacija postupka izrade gela. Liposomi s diltiazemkloridom i azitromicin
dihidratom, razliCitog (fosfo)lipidnog sastava, pripravljeni su film metodom, proliposomskom
1 metodom razrjedenja poliola. Provedena je homogenizacija liposomskih disperzija te
fizikalna karakterizacija koja je ukljuCivala mjerenje srednjeg promjera, indeksa
polidisperznosti i zeta potencijala. Razli¢iti tipovi liposoma s diltiazemkloridom 1 azitromicin
dihidratom su umjesavani u 2,5% kitozanski gel (optimalna formulacija gela) te je provedno
isptivanje mehanickih svojstava liposomskih gelova odredivanjem teksturnih svojstava
(¢vrstoce, kohezivnosti i adhezivnosti). Pokazano je da (fosfo)lipidni sastav liposoma,
prisustvo suotapala i lipofilnost uklopljene djelatne tvari znacajno doprinose mehani¢kim
svojstvima liposomskih hidrogelova koja utjecu na nanosenje pripravaka na kozu ili sluznicu
(¢vrstoca), istiskivanje formulacije iz spremnika (kohezivnost) i zadrzavanje formulacije na

mjestu primjene (adhezivnost).
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SUMMARY

The aim of this study was to develop optimal formulation of chitosan-based gel
suitable for incorporation of liposomes with hydrophilic and lipophilic active ingredients
(diltiazem chloride and azithromycin dihydrate), and to perform physical characterization of
the optimized hydrogels. Hydrogels containing different types and weight ratio of chitosan
and lactic acid were prepared, and the preparation method was optimized. Liposomes with
diltiazem chloride and azithromycin dihydrate composed of the different (phospho)lipid
components were prepared by film method, proliposome and polyol dilution method,
respectively. Homogenization of liposome dispersions was performed by extrusion through
polycarbonate membranes. All the liposomes were physically characterized by determining
mean diameters, polydispersity indexes and zeta potentials. Different types of the liposomes
were incorporated into 2,5% chitosan gel (optimal gel formulation) and the mechanical
properties of the hydrogels were evaluated by determining the textural characteristics of the
gels: hardness, cohesiveness and adhesiveness. It was shown that the (phospho)lipid
composition, presence of surfactant and cosolvent as well as lipophilicity of the incorporated
drug contribute to the mehanical properties of the liposomal hydrogels. These properties
influence: application of the formulation to the skin or mucosa (hardness), removal of the
formulation from container/tube (cohesiveness) as well as the retention of the formulation at

the site of administration (adhesiveness).
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