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1. UVOD



1.1. Liposomi

Liposomi su biokompatibilne vezikule sastavljene od lipidnih dvoslojeva koje imaju Sirok
raspon primjene, posebice u dostavi lijekova i farmakoterapiji. Njihov (fosfo)lipidni sastav i
fizikalno-kemijske karakteristike vrlo su prilagodljivi te se mogu modificirati kako bi se
zadovoljile specifi¢ne potrebe u raznim podrucjima znanosti i biomedicine. Liposome je prvi
opisao Bangham 1964. godine kada su istrazivanja izoliranih i pro¢is¢enih fosfolipida pokazala
da oni u vodi spontano stvaraju strukture veoma nalik bioloskim membrana. Liposomi su tada
opisani kao zatvorene sferi¢ne vezikule sastavljene od fosfolipida, koje nastaju u suvisku vode
(Bangham i Horen, 1964).

Liposomi se sastoje od unutarnjeg vodenog odjeljka kojeg obavija jedna ili vise
koncentri¢no poslozenih fosfolipidnih membrana. S obzirom na strukturnu sli¢nost s bioloskim
membranama te na dokazana svojstva biokompatibilnosti i biorazgradljivosti, liposomi se,
ovisno o (fosfo)lipidnom sastavu, smatraju gotovo netoksi¢nima ili vrlo niske toksi¢nosti. Stoga
se liposomi smatraju relativno sigurnim terapijskim nanosustavima za dostavu lijekova
(Bulbake i sur., 2017).

Zahvaljujuéi njihovoj specifi¢noj strukturi, jos jedna od prednosti liposoma kao nosaca
djelatnih tvari jest sposobnost uklapanja molekula razli¢itih fizikalno-kemijskih svojstava.
Pritom se hidrofilne molekule uklapaju u vodeni odjeljak/odjeljke liposoma, lipofilne molekule
se uklapaju u fosfolipidni dvosloj, dok se amfifilne molekule smjestaju na dodiru vodenog i
fosfolipidnog odjeljka. Uklapanje u liposome moze ukloniti ili smanjiti toksi¢nost bioloski
aktivnih tvari, omoguciti ciljanu dostavu lijeka (djelatne tvari) na zeljeno mjesto djelovanja,
Radi ovih svojstava, primjena liposoma moguca je kod infektivnih oboljenja, u dijagnostici,
hormonskoj terapiji, onkologiji, stimulaciji imunoloSkog odgovora te genskoj terapiji.
Liposomi se koriste i za transdermalnu i lokalnu dostavu mnogih lijekova, kao i za sustavno

lijecenje lokalnih bolesti.

1.1.1. Strukturai svojstva liposoma

Liposomi su sferi¢ne vezikule u rasponu veli¢ina od oko 20 nm do 10 um, a najceS¢e u
rasponu od 100 do 500 nm. Gradeni su od jednog ili viSe fosfolipidnih dvoslojeva koji omeduju
unutarnju, vodenu fazu. Osnovnu gradevnu jedinicu ¢ine fosfolipidi, amfipatske molekule,

odnosno diesteri fosfatne kiseline koji su s jedne strane esterificirani derivatom sfingozina ili
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glicerola, a s druge strane serinom, kolinom, inozitolom, etanolaminom ili glicerolom (Vanic,
2012a). Fosfolipidi se u ovojnici liposoma samoorganiziraju u oblik dvosloja na nacin da su
hidrofilne polarne ,,glave® orijentirane prema unutarnjoj i vanjskoj vodenoj fazi, a hidrofobni

nepolarni ,,repovi jedan prema drugom (Pepi¢ i sur., 2012) kao Sto je prikazano na Slici 1.

Ovojnica liposoma ¢esto sadrzi kolesterol koji u liposomima ima sli¢nu ulogu kao i u
bioloSkim membranama - ugraduje se u dvosloj izmedu molekula fosfolipida ¢ime povecava
njegovu ¢vrstocu (rigidnost) uslijed smanjene slobode kretanja fosfolipidnih molekula (Vanic¢,
2012a). Sastav lipida utjece na karakteristike liposoma koje ukljucuju: veli¢inu Cestica, krutost,

fluidnost, stabilnost i elektri¢ni naboj.

Fosfolipidni dvosloj

ROREpER - B i
I
Hidrofilne molekule

[ Hidrofobne molekule
mam Amfipatske molekule

Slika 1. Prikaz strukture liposoma (preuzeto i prilagodeno prema Guimaraes i sur., 2021)

Ovisno o temperaturi, fosfolipidne molekule postoje u razli¢itim fazama: visoko
organiziranoj ¢vrstoj ili gel fazi i fazi tekucih kristala. Mogu¢ je prijelaz gel faze u fazu tekucih
kristala, a zove se temperatura faznog prijelaza (T¢). Temperatura faznog prijelaza ovisi o
duljini 1 stupnju zasi¢enosti lanaca masnih kiselina u fosfolipidima. Ukoliko se poveca duljina
lanaca masnih kiselina kao 1 stupnja njihove zasi¢enosti, posljedi¢no raste 1 temperatura faznog
prijelaza. Osim temperature faznog prijelaza, vazna je i fluidnost, tj. rigidnost koja ima utjecaj
na permeabilnost, fuziju, agregaciju 1 vezanje liposoma za proteine plazme, ¢ime utjece i na
stabilnost samih liposoma. Sto je T¢ niza, fluidnost membrane je visa i ona je permeabilnija,

¢ime je stabilnost liposoma smanjena (Vanic¢, 2012a).



1.1.2. Kilasifikacija liposoma

Liposomi se mogu klasificirati prema veli¢ini 1 broju fosfolipidnih dvoslojeva, prema
fosfolipidnom sastavu, elasti¢nosti/rigidnosti dvoslojeva, povrsinskom naboju ili prisutnosti
odredenih povrsinskih liganada. Navedena svojstva mogu imati znacajan utjecaj na stabilnost
liposoma, nacin oslobadanja uklopljenih djelatnih tvari (lijekova) i interakciju s bioloSkim

sustavima (Vani¢, 2015).

Liposomi se prema strukturi razvrstavaju u Cetiri kategorije koje se razlikuju po veli¢ini
I broju dvoslojeva: unilamelarni, multilamelarni, oligolamelarni i multivezikularni liposomi
(Slika 2). Unilamelarni liposomi gradeni su od jedne fosfolipidne ovojnice, a prema veli¢ini
mogu biti: mali (eng. small unilamellar vesicles, SUV) veli¢ine 20-100 nm, srednje veliki
(eng. medium sized unilamellar vesicles, MUV) u rasponu veli¢ina 100-500 nm, veliki
(eng. large unilamellar vesicles, LUV) veli¢ine 500-1000 nm i veoma veliki unilamelarni
liposomi (eng. giant unilammelar vesicles, GUV) koji su ve¢i od 1000 nm. Multilamelarni
liposomi (eng. multilamellar vesicles, MLV) ve¢i su od 500 nm te sadrze velik broj
koncentri¢nih fosfolipidnih dvoslojeva. Oligolamelarni liposomi veli¢ine su 100-1000 nm
(eng. oligolamellar vesicles, OLV), a sastoje se od nekoliko koncentri¢nih fosfolipidnih
dvoslojeva izmedu kojih se nalaze vodeni odjeljci. Multivezikularni liposomi
(eng. multivesicular liposomes, MVV) ve¢i su od 1000 nm, a gradeni su od fosfolipidnih
dvoslojeva koji nisu poloZeni koncentricno radi ¢ega formiraju strukture nalik na pjenu.
Lamelarnost liposoma izravno utje¢e na sposobnost uklapanja lijeka, sposobnost permeacije,

kinetiku oslobadanja lijeka, interakcije sa stanicama kao i na ulazak liposoma u stanicu (Kotla

i sur., 2017).
SUV LUV GUV OLV MVV

Slika 2. Shematski prikaz veli¢ine i strukture liposoma. SUV, small unilamellar vesicle;
LUV, large unilamellar vesicle; GUV, giant unilamellar vesicle; OLV, oligolamellar

vesicles; MVV, multivesicular liposomes



Prema fosfolipidnom sastavu, tj. prema prisustvu tvari koje wutjeCu na
elasti¢nost/rigidnost fosfolipidnog dvosloja, razlikuju se konvencionalni i elasti¢ni liposomi. U
elasticne liposome ubrajaju se deformabilni liposomi, propilenglikol liposomi, etosomi i

invasomi.

Konvencionalni liposomi mogu biti gradeni od jednog fosfolipidnog dvosloja
(unilamelarni liposomi) ili vise koncentricnih fosfolipidnih dvoslojeva (oligolamelarni ili
multilamelarni liposomi). U njihovom sastavu mogu se nalaziti i neutralni fosfolipidi ili
kombinacija neutralnih i negativno nabijenih fosfolipida, a cesto je prisutan i kolesterol koji
povecava rigidnost fosfolipidne ovojnice. Takvi su liposomi okarakterizirani nespecificnom
reaktivnosc¢u prema okruzenju u kojem se nalaze. Konvencionalni liposomi razlikuju se prema
fizikalnim karakteristikama koje uklju¢uju veli¢inu, sastav lipida, broj fosfolipidnih dvoslojeva,
fluidnost membrane i naboj na povrsini vezikula. NajéeS¢e se u pripravi konvencionalnih
liposoma koristi lecitin, odnosno smjesa fosfolipida u kojoj je najvise zastupljen fosfatidilkolin.
Konvencionalni liposomi kratkotrajno se zadrzavaju u cirkulaciji i ve¢inom se koriste kao
nosaci lijekova u terapijskim sustavima za lokalnu primjenu na kozi i sluznicama (Vanic,
2012a). Skupina konvencionalnih liposoma predstavlja prvu generaciju liposoma istrazivanih
za dermalnu primjenu lijekova. Konvencionalni liposomi primjenjuju se u terapijskim
sustavima za lokalnu dostavu lijekova. Za dostavu lijekova u kozu pomocu konvencionalnih
liposoma, ustanovljeno je da se postize znacajno veca koncentracija lijeka u u roznatom sloju i
gornjim slojevima epidermisa uz malu sistemsku apsorpciju ¢ime je potvrden lokalizirani
terapijski u¢inak (Tabbakhian i sur., 2006). U svrhu dostave lijekova u dublje slojeve koze ili
radi postizanja transdermalnog ucinka, razvijeni su liposomi sastavljeni od elasti¢nih

fosfolipidnih dvoslojeva, poput deformabilnih liposoma, propilenglikol liposoma i etosoma.

® su elasti¢ne vezikule u

Deformabilni ili elasti¢ni, ultrafleksibilni, Transferosomi
sastavu ¢ije se membrane nalazi 1 jednolancani surfaktant, odnosno rubni aktivator, a ¢ija je
uloga naruSavanje integriteta dvosloja $to mu smanjuje kompaktnost i ¢vrstocu (rigidnost).
Time se povecava elasti¢nost (deformabilnost) dvosloja. Kao rubni aktivatori najéesce se
koriste natrijev kolat, natrijev deoksikolat, Span 60®, Span 65® Span 80%®, Tween 20°,
Tween 60®, Tween 80® i dikalijev glicirizinat (Hussain i sur, 2017). Sastav deformabilnih
liposoma moze sadrzavati i manju koli¢inu etanola (< 10 %) koji se dodaje u vodenu fazu pri
izradi liposoma. Uz optimalni molarni omjer fosfolipida i surfaktanta, nastaju elasticne vezikule

kojima je o¢uvan integritet membrana. U slucaju kada je koliCina surfaktanta premala, vezikule

nisu dovoljno elasti¢ne, a kod prevelike koli¢ine liposomi prelaze u micele (Benson, 2006).



Klju¢na znacajka deformabilnih liposoma je njihova sposobnost promjene oblika i deformacije
kao odgovor na vanjske podrazaje, kao $to su promjene temperature ili mehanicki stres. U
usporedbi s gradom konvencionalnih liposoma, surfaktant ugraden u lipidne dvoslojeve
deformabilnih liposoma moze destabilizirati dvoslojeve i osigurati fleksibilnu membranu, koja
omogucuje vezikulama da otvore izvanstani¢ne putove medu stanicama u stratum corneum, a
zatim se deformiraju kako bi se provukli kroz te prolaze u dublje slojeve od koze (Zhang i sur.,
2020). Dok se konvencionalni liposomi koriste kao spremis$ni sustavi s ciljem postizanja
lokalnog ucinka, deformabilni liposomi imaju mogucénost intaktnog prolaska kroz kozu radi

¢ega mogu prenositi terapijske koncentracije lijeka (Ceve 1 Blume, 1992).

Propilenglikol liposomi noviji su tip elasti¢nih liposoma. Gradeni su od fosfolipida,
propilenglikola i vode. Propilenglikol je prisutan u unutarnjoj i vanjskoj vodenoj fazi liposoma,
a ima ulogu (su)otapala za fosfolipide i lipofilni lijek, no moze se dodati i kao dio vodene faze
pri izradi liposoma. S obzirom na prisutnost propilenglikola u unutarnjoj vodenoj fazi,
povecana je topljivost lijeka pa su u odnosu na konvencionalne i deformabilne liposome,
propilenglikol liposomi okarakterizirani ve¢om uspjesnosc¢u uklapanja djelatnih tvari (Palac i
sur., 2014; Vani¢ i sur., 2014). Propilenglikol je prisutan i u fosfolipidnom sloju te ga ¢ini
fleksibilnijim.

Etosomi su fosfolipidne vezikule sastavljene od fosfolipida, vode i etanola (od 20 do
40 %). Radi visokog udjela etanola, etosomi su znacajno manje veli¢ine od konvencionalnih
liposoma jednakog fosfolipidnog sastava. Razlog tome je etanol koji uzrokuje negativan naboj
na povrsini, a to smanjuje veli¢inu liposomskih vezikula. Etosomi posjeduju visoku uspjesnost
uklapanja lijekova, pogotovo lipofilnih lijekova, radi multilamelarne grade vezikula i velikog
udjela etanola koji povecava topljivost lijekova (Banovi¢ i sur., 2011). Etosomi, kao i
deformabilni liposomi, pokazuju unaprijedenu ucinkovitost u (trans)dermalnoj isporuci
lijekova (Elsayed i sur., 2007).

1.2. Priprema liposoma

Metode izrade liposoma su mnogobrojne, a optimalna metoda pripreme liposoma je ona
kojom nastaju liposomi s visokom uspjesnosti uklapanja lijeka, a ¢ija uporaba izbjegava Stetna
organska otapala. Vazno je da je postupak pripreme liposoma jednostavan 1 reproducibilan.
Odabirom odgovaraju¢e metode moguce je izraditi liposomske formulacije odredenih svojstava

poput veli¢ine, lamelarnosti i sadrzaja uklopljenog lijeka.



Gotovo sve metode ukljucuju tri ili Cetiri osnovne faze: uklanjanje organskog otapala u
kojem su otopljeni fosfolipidi, dispergiranje fosfolipida u vodenom mediju, homogenizaciju
liposomske suspenzije te analizu kona¢nog produkta. Prema nacinu dispergiranja fosfolipida,
metode pripreme liposoma mogu se podijeliti u tri skupine: fizickog dispergiranja, dvofaznog
dispergiranja i solubilizacije fosfolipida detergensom. U metode fizickog dispergiranja spadaju
metoda hidratacije suhog fosfolipidnog sloja, tzv. film metoda i metoda dehidradatacije-
rehidratacije, metoda priprave liposoma visokotlathnom homogenizacijom kao i metoda
smrzavanja-taljenja. U izradi liposoma postupcima dvofaznog dispergiranja fosfolipida,
priprema se temelji na mijeSanju organskog otapala u kojem su otopljeni fosfolipidi, s vodenim
medijem u kojem moze biti otopljen hidrofilni lijek. U tre¢oj skupini, metodi solubilizacije
detergensom, stvaranje liposoma posredovano je detergensima koji solubilizacijom fosfolipida
omogucavaju laksi kontakt fosfolipida s vodom pri ¢emu nastaju mijeSane micele razli¢itih
veli¢ina i svojstava ovisno o detergensu. S obzirom na morfoloska svojstva liposoma, postoji i
mogucnost podjele na metode priprave malih i velikih unilamelarnih liposoma (SUV, LUV),
oligo- i multi-lamelarnih liposoma (OLV, MLV) te multivezikularnih liposoma (MLV) (Vani¢,
2012a).

1.2.1. Metoda hidratacije suhog fosfolipidnog sloja

Metoda hidratacije suhog fosfolipidnog sloja, tzv. film metoda je najéesc¢i postupak
izrade liposoma u laboratorijskim uvjetima. Metoda ukljucuje otapanje fosfolipida u organskom
otapalu (diklormetan, kloroform, etanol ili smjesa kloroforma i metanola). Potom slijedi
isparavanje pod vakuum pumpom na temperaturi 45-60 °C kojim se uklanja organsko otapalo
nakon ¢ega se formira suhi, tanki lipidni film (Lombardo i Kiselev, 2022). Lipidni film hidratira
se odgovaraju¢im vodenim medijem (destilirana voda, fizioloska otopina i razli¢iti puferi
neutralnog pH) pri ¢emu se formiraju heterogeni liposomi multilamelarne strukture (MLV).
Konacno, ekstruzijom kroz polikarbonatne membrane dobivaju se mali homogeni liposomi

(Zhang, 2017).
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Slika 3. Shematski prikaz izrade liposoma metodom hidratacije suhog fosfolipidnog filma,

tzv. film metoda (preuzeto i prilagodeno prema Lopes i sur., 2013)

Ukoliko se za izradu liposoma koriste samo neutralni fosfolipidi (fosfatidiletanolamin,
fosfatidilkolin), produkt su vezikule s malim vodenim odjeljcima. Ako se dodaju nabijeni
fosfolipidi (fosfatidilglicerol, fosfatidilinozitol, fosfatidilserin ili fosfatidna kiselina), povecava
se prostor unutarnje vodene faze zbog odbojnih interakcija, Sto naposlijetku olaksava uklapanje
hidrofilnih lijekova. Tijekom izrade liposoma film metodom potrebno je obratiti pozornost i na
temperaturu koja mora biti iznad temperature faznog prijelaza (T¢) fosfolipida koji su

upotrijebljeni.

Multilamelarni liposomi pripremljeni film metodom poprilicno su veliki (oko 10 um) i
visokog indeksa polidisperznosti §to upucéuje na heterogenost sustava. Radi toga, potrebna je
daljnja obrada kako bi se postigao homogeni sustav. Proces homogenizacije moze se provoditi
ekstruzijom kroz polikarbonske membrane odredenih veli¢ina pora ili postupkom soniciranja
nastaju homogeni pripravci oligolamelarnin (OLV) i unilamelarnih liposoma (ULV).
Soniciranje se odvija u ultrazvu¢noj kupelji ili pomocu ultrazvuéne sonde, no zbog visoke
energije sustava i mogucénosti pregrijavanja potrebno je postupak provoditi u posudi s ledom.
Bitno je naglasiti kako u procesu smanjenja veli¢ine multilamelarnih liposoma moZe do¢i 1 do

gubitka dijela po¢etno uklopljenog lijeka (Vanié, 2012a).



Ekstruzija liposoma posljednji je korak u procesu izrade liposoma. Kroz polikarbonske
membrane definiranih veli¢ina protiskuju se multilamelarni liposomi s ciljem dobivanja manjih,
unilamelarnih liposoma pri ¢emu nastaje homogeni sustav glede veli¢ine liposoma. Kako bi se
sprijecilo oSteCenje membrane i gubitak lipida, postupak se prvo provodi pomo¢u membrane
vece veliCine pora, a nakon toga se liposomi protiskuju kroz membranu zeljenih veli¢ina pora,
odnosno Zeljene veli¢ine konaénih liposoma. Ekstruziju je bitno provoditi iznad temperature
faznog prijelaz (Tc) koristenih fosfolipida s obzirom da zbog rigidnosti liposomi ne bi mogli

pro¢i kroz pore membrane pri nizim temperaturama (Lombardo 1 Kiselev, 2022).

1.3. Hidrogelovi

Hidrogelovi su trodimenzionalne umrezene polimerne strukture koje mogu apsorbirati i
zadrzati veliku koli¢inu vode (Wang i sur., 2020). Sastavljeni su od krute komponente koju Cini
trodimenzionalna mreza povezanih molekula ili agregata koja imobilizira tekuéinu u
kontinuiranoj fazi. Spadaju u polukrute farmaceutsko-tehnoloske oblike, a nastaju bubrenjem
hidrofilnih polimera u vodi (derivati celuloze) ili bubrenjem i umrezavanjem hidrofilnih

polimera u vodi (kitozan, derivati poliakrilne kiseline, alginat i dr.).

Polimeri koji tvore hidrogel u svojoj strukturi imaju hidrofilne funkcionalne skupine kao
§to su: amino (-NH2), hidroksilna (-OH), amidna (-CONH-, -CONH>) i sulfatna skupina
(-SO3H). Hidrofilne skupine omoguéuju hidrogelu da apsorbira vodu $to rezultira Sirenjem
hidrogela i zauzimanjem veceg volumena, a Sto je poznato kao proces bubrenja ili geliranja.
Tijekom bubrenja, umrezena struktura hidrogelova sprjecava otapanje i uniStavanje popre¢nih
veza. Pod utjecajem fizickih 1 kemijskih ¢cimbenika (sastav otapala, pH i dr.), hidrogelovi mogu

mijenjati svoj volumen (Ahmadi i sur., 2015).

Hidrogelovi se klasificiraju prema izvoru polimernog materijala, sastavu polimera,
konfiguraciji, na¢inu umrezavanja polimernih lanaca i ukupnom naboju na lancima polimera
(Ahmed, 2015). Ovisno o vrsti polimera dijele se na prirodne i sintetske. Prirodni hidrogelovi
najcesce sadrzavaju polisaharidne ili proteinske lance. Polisaharadni lanci mogu biti sastavljeni
od polisaharida poput alginata, celuloze, hitina, kitozana, dekstrana, hijaluronske kiseline,
pektina, Skroba ili ksantan gume. Proteinski lanci u prirodnim hidrogelovima sadrze proteine
kolagena, svile, keratina, elastina, rezilina i Zelatine. Sintetski hidrogelovi mogu biti sastavljeni
od polivinil alkohola, poliakril amida, polietilen oksida i polietilen glikola. Prirodne polimerne

mreze u usporedbi sa sintetskim imaju vecu biokompatibilnost s obzirom da podlijezu



enzimskoj biorazgradnji ¢ime nastaju biokompatibilni meduprodukti. S druge strane, sintetski
su polimeri stabilniji od prirodnih zbog manje podloznosti hidrolizi i Sporije brzine razgradnje
(Ahmadi i sur., 2015).

Hitin je, odmah nakon celuloze, najrasprostranjeniji polisaharid u prirodi. Sastoji se od
jedinica glukozamina vezanih B-(1->4)-glikozidnom vezom, uz visoki stupanj N-acetilacije.
Struktura hitina sli¢na je celulozi, no za razliku od hidroksilne skupine koja je prisutna u
molekulama celuloze, molekule hitina sadrze amino skupine (Slika 4). Hitin je zilav,
neelastican i1 netopljiv u vodenom mediju zbog velikog broja vodikovih veza koje nastaju medu
acetamidnim skupinama susjednih polimernih lanaca. Hitin je primarna sirovina za proizvodnju

komercijalno znac¢ajnijeg kitozana (Skendrovi¢ i sur., 2023).

OH OH OH
(8] (8]
O (
C3H OH
oM OH
celuloza
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maonomer

i

NHCOCH, NHCOCH, NHCOCH,
hitin
l deacetilacija

OH OH =1em OH

MOnomer
- o
i

NH,

kitozan

Slika 4. Kemijska struktura celuloze, hitina i kitozana

(preuzeto i prilagodeno prema Skendrovi¢ i sur., 2023)

1.3.1. Kitozanski hidrogelovi

Kitozan je prirodni linearni polimer koji se dobiva djelomi¢énom alkalnom
deacetilacijom netopljivog hitina, a polisaharidna struktura kitozana sastoji se od

B-(1->4)-D-glukozamina i N-acetil-D-glukozamina povezanih beta-1,4-glikozidnom vezom.
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Kitozan postoji u razli¢itim molekularnim masama i stupnjevima acetilacije, pri cemu prosjecna
molekularna masa kitozana iznosi izmedu 50 i 2000 kD. Kitozan je jedini kationski polimer
prirodnog porijekla koji je biorazgradiv, biokompatibilan i netoksican Sto ga ¢ini pogodnim za

primjenu u oblikovanju farmaceutskih i kozmetickih pripravaka (Ahmadi i sur., 2015).

Tijekom deacetilacije hitina, neke molekule N-acetilglukozamina prelaze u jedinice
glukozamina. Zbog velike koli¢ine protoniranih amino skupina u kitozanskoj strukturi, pKa
vrijednost kitozana iznosi otprilike 6,5, $to znaci da je pozitivno nabijen u kiselim i neutralnim
otopinama. Kada je otprilike 50 % amino skupina protonirano, kitozan postoje topljiv. Kitozan
je topljiv u organskim kiselinama uz pH manji od 6, dok je u vodi, alkalnom mediju i organskim
otapalima netopljiv. Topljivost kitozana ovisi 0 razli¢itim ¢imbenicima poput molekularne
mase polimera, stupnju acetilacije, pH, temperaturi i polimorfnoj strukturi (Aranaz i sur., 2021).
Kitozan je radi nabijenih amino skupina podlozan kemijskim modifikacijama pa je tako moguce
kovalentno vezanje razli¢itih funkcionalnih skupina na kitozanski skelet, ¢ime se moze utjecati

na ograni¢enu topljivost kitozana u vodi (Nilsen-Nygaard i sur., 2015).

Kitozanski hidrogelovi gradeni su od prepoznatljive trodimenzionalne hidrofilne
polimerne mreze polimernih lanaca kitozana, koja moze apsorbirati velike koli¢ine vodenih i
bioloskih tekucina bez otapanja (Wang i sur., 2012). Postoji viSe metoda dobivanja kitozanskih
gelova, a uglavnom ukljucuju fizicko (nekovalentno) umrezavanje kitozanskih polimera ili
kemijsko (kovalentno) poprecno povezivanje (eng. cross linking). Kovalentnim poprecnim
povezivanjem nastaju podloge ja¢ih mehanickih svojstava i bolje kemijske stabilnosti, dok

fizicki umrezeni gelovi kitozani pokazuju nizi stupanj robusnosti (Thirupathi i sur., 2022).

Kitozanske podloge, ukljucujuéi kitozanske hidrogelove, koriste se kao sustavi za
dermalnu, oralnu, okularnu, nazalnu, bukalnu, vaginalnu i rektalnu primjenu lijekova (Gupta i
sur., 2002). Zahvaljujuéi izvjesnom bakteriostatskom i hemostatskom djelovanju, zastitnom
ucinku na koZu te svojstvima bioadhezivnosti, biorazgradljivosti, biokompatibilnosti, najéesce
se primjenjuju kao nosaci za dermalnu dostavu lijekova (Elviri i sur., 2010; Bhattarai i sur.,
2010). Kitozanske podloge namijenjene topikalnoj primjeni na kozu pokazali su povoljan
uc¢inak na zacjeljivanje rana i smanjenje upale budu¢i da se vezanjem N-acetil-D-glukozamina
na receptore povecava aktivnost makrofaga te aktivira sustav komplementa (Ahmadi 1 sur.,
2015). Antimikrobna aktivnost kitozanskih podloga ovisi o temperaturi, pH i vremenu
skladiStenja (Goy i sur., 2009). Primjerice, u luznatom mediju, kitozan je slabo topljiv i njegove

amino skupine tada nisu nabijene. Stoga je inhibitorno djelovanje kitozana na bakterije i gljivice
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izrazenije u kiselom pH podrucju (Kong i sur., 2010). Na bioloski ucinak kitozana utjecu
njegova molekularna masa i stupanj deacetilacije. Pokazano je da kitozan niske molekularne
mase i manjeg stupnja deacetilacije ima veéi ucinak na redukciju rasta i replikacije
mikroorganizama, dok kitozan visoke molekularne mase i veceg stupnja deacetilacije bolje

djeluje na zacjeljivanje rana (Alsarra, 2009).

1.3.2. Liposomi uklopljeni u hidrogelove

Liposomi u svom izvornom obliku tekuée disperzije mogu biti neprikladni za primjenu
na kozu radi kratkog vremena zadrzavanja na mjestu primjene. 1z tog razloga, liposomi se mogu
uklopiti u prikladnu podlogu koja mora biti kompatibilna sa sastavom liposoma i putem
primjene. Uklapanjem liposoma u podlogu utjeCe se na profil oslobadanja uklopljene djelatne
tvari iz liposoma $to utjece na bioraspolozivost liposomskog lijeka, a naposlijetku i na terapijski

ucinak samog lijeka, odnosno djelatne tvari (Hurler i sur., 2013).

lako i hidrogelovi kao podloge Cesto pokazuju brzo otpustanje lijeka iz matriksa gela,
kombinacija hidrogela s lipidnim nosac¢ima djelatne tvari, kao §to su liposomi, mogla bi
sprijeciti takvo brzo oslobadanje lijeka (Peers i sur., 2020). Dosada$nja istrazivanja pokazuju
znatno sporije oslobadanje djelatne tvari iz liposoma uklopljenih u hidrogelove u usporedbi s
obi¢nim hidrogelovima koji sadrze analognu koncentraciju slobodnog neliposomskog lijeka
(Jeraholmen i sur., 2019). No, uklapanje nosaca lijekova u polu¢vrste farmaceutske oblike, kao
Sto su hidrogelovi, predstavlja izazov u topikaloj terapiji. Potencijal liposomskih vezikula da
dostave lijek na/u kozu, kao i njithova mobilnost, ovise o interakciji liposoma s podlogom.
Pretpostavlja se da liposomi povecavaju makroviskoznost te mijenjaju reoloSka 1 strukturna
svojstva hidrogela (Hurler i sur., 2012), sto znaci da formulacije liposomi-u-hidrogelu pokazuju

razlicita svojstva od izvornog hidrogela.

1.4. Reologija

Reologija predstavlja znanstvenu disciplinu koja proucava tecenje materijala i/ili njegov
deformacije pri djelovanju neke vanjske sile. Ispitivanjem reoloskih svojstava dobiva se uvid u
strukturu materijala, provjerava se kontrola i prihvatljivost sirovina i konac¢nih produkata u
procesu proizvodnje. S obzirom da promjena nekog parametra moze promijeniti reologiju
cijelog sustava, bitno je da svaki farmaceutski oblik bude formuliran na nacin da primjereno

podrzava uobi¢ajene manipulacije, a da se pritom reoloski ne promijeni (Budai i sur., 2023).
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Za definiranje reoloSkih parametara potrebnih za karakterizaciju svojstva teenja koristi se
model dviju ploca (Slika 5). Smicanje se primjenjuje na uzorak izmedu dviju plo¢a od kojih je

donja, nepomic¢na ploca postavljena na kruti nosac, a gornja se ploca pomice paralelno s

= & &

Slika 5. Model dviju ploc¢a (preuzeto iz https://www.anton-paar.com)

donjom.

v=0

Slika 6. Izra¢un smi¢nih naprezanja i brzine smicanja koristenjem modela dviju ploc¢a s
povrs$inom smicanja A, Sirinom razmaka h, silom smicanja F i brzinom v (preuzeto iz

https://www.anton-paar.com)

Kako bi se pomocu prikazanih modela mogla izra¢unati viskoznost, potrebno je definirati
pojmove koji opisuju smi¢no tecenje (eng. shear flow), odnosno tecenje fluida (jednostavnih
tekudina i razrijedenih otopina) pri laminarnom strujanju. Sila F (eng. shear force) djeluje na
sloj povrsine A, tako da se on na udaljenosti h od nepomi¢nog sloja giba brzinom v (Slika 6).

Iz toga proizlazi smi¢no naprezanje t (eng. shear stress) koje se ra¢una prema formuli:

F
=1

u kojoj je F sila smicanja (eng. shear force). Reometar biljezi silu smicanja preko zakretnog
momenta na svakoj mjernoj tocCki. Brzina smicanja D (eng. shear rate) definirana je

jednadzbom:

S <
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pri ¢emu je reometar mjeri kao brzinu vrtnje u svakoj mjernoj tocki. Viskoznost 1 se definira

trenjem izmedu slojeva fluida, a prikazuje se kao omjer smi¢nog naprezanja i brzine smicanja:

T
n==

D
Parametri smicno naprezanje, brzina smicanja i viskoznost mogu se precizno mjeriti samo iz
preduvjet postojanja laminarnog i jednolikog strujanja, Sto znaci da u slucaju turbulentnog

strujanja s vrtlozima, mjerenje istih nije moguce (Macosko, 1994).

1.4.1. Rotacijski i oscilacijski testovi

U mjerenju reoloskih svojstava koriste se razli¢iti tipovi instrumenata poput viskozimetara
I reometara, koji rade na razli¢itim principima. Rotacijski reometar omogucuje odabir izmedu
nekoliko principa rada, uz moguénost prilagodbe sile smicanja i brzine smicanja pri
mjerenjima. Kao takvi, rotacijski reometri pogodni su za materijale ¢ija je brzina smicanja

ovisna o vremenu, npr. tiksotropni materijali (Barnes, 2000).

Reoloska karakterizacija moze biti ispitana pomocu rotacijskih testova gdje se mjerenjem
momenta sile 1 brzine rotacije dobivaju podaci o smi¢nom naprezanju i brzini smicanja. Pritom
nastaje krivulja teCenja (reogram) koji pokazuje ovisnost smi¢nog naprezanja o brzini smicanja,

ili krivulja koja opisuje ovisnost viskoznosti o brzini smicanja.

Ponasanje viskoelasti¢nih sustava okarakterizirano je viskoznim protokom i elasticnom
deformacijom pri smicanju. Za takve sustave koriste se oscilacijski testovi. U oscilacijske
testove ubrajaju se test promjene amplitude (eng. amplitude sweep), test promjene frekvencije
(eng. frequency sweep), test promjene temperature (eng. temperature sweep) i vremenski test
(eng. time sweep). Test promjene amplitude koristi se za utvrdivanje ponasanja uzorka pri
uvjetima u kojima nije narusena struktura te za utvrdivanje linearnog viskoelasticnog podrucja

(eng. linear viscoelastic range, LVR) (Willenbacher i Georgieva, 2013).

Model dviju ploc¢a za oscilacijske testove ukljucuje Sipku montiranu na pogonski kotac koja
pomice gornju plocu naprijed 1 natrag, paralelno s donjom plo¢om, sve dok se okrece kotac. Pri
konstantnoj brzini vrtnje, takav model radi na odgovaraju¢oj konstantnoj frekvenciji osciliranja.
Duljina otklona gornje, pomicne ploce (Slika 7) mjeri se reoloski i procjenjuje kao parametar

smi¢na deformacija y (eng. shear deformation) opisana jednadzbom: y=S/h.
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Slika 7. Prikaz modela s dvije ploce za definiranje smi¢ne deformacije pri ¢emu je S duljina

otklona, a h Sirinom razmaka (preuzeto iz https://www.anton-paar.com)

Pomicanjem pogonskog kotaca, deformacija prikazana u odnosu na vrijeme rezultira
sinusoidom s amplitudom deformacije. Stoga su parametri za oscilacijske testove obi¢no
unaprijed postavljeni u obliku sinusoidne krivulje. Ona je odredena svojom amplitudom, t;.
maksimalnim otklonom i periodom oscilacije), a frekvencija titranja recipro¢na je vrijednosti

perioda oscilacije (Slika 8).

Slika 8. Oscilacijski test za viskoelasti¢no ponasanja, prikazan kao sinusoida u odnosu na
vrijeme. S prisutnom deformacijom y i rezultiraju¢im smi¢nim naprezanjem T,

uz fazni pomak & (preuzeto iz https://www.anton-paar.com)

U oscilacijskim testovima definiran je modul smicanja G (eng. shear modulus): G = t/y. Iz
faznog pomaka § odredena je oscilacija za svaku mjernu tocku te je u tom kutu, koji je uvijek
izmedu 0 ° i 90 °, smjesten kompleksni modul smicanja G*. Ovaj parametar opisuje ukupno
viskoelasti¢no ponaSanje uzorka. Dio vrijednosti kompleksnog modula smicanja koji se proteze
duz x-osi predstavlja elasti¢ni dio viskoelasticnog ponaSanja modul pohrane G', dok dio vektora

G* projiciranog na y-os prikazuje viskozni dio, odnosno modul gubitka G" (Slika 9).
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Vi

P
&' =

Slika 9. Vektorski prikaz odnosa kompleksnog modula smicanja G*, modula pohrane G' i

modula gubitka G" uz fazni pomak & (preuzeto iz https://www.anton-paar.com)

Faktor gubitka ili faktor prigu$enja tan(d) predstavlja omjer modula gubitka G" i modula
pohrane G'. U slucaju idealnog elasti¢nog ponasanja, § = 0 ° i nema viskoznog dijela, dok je

pri idealnom viskoznom ponasanju 6 = 90 °.

1.5. Azitromicin

Azitromicin je polusintetski makrolidni antibiotik Sirokog spektra koji spada u skupinu
azalida. To je bijeli amorfni prah, gorkog okus, bez mirisa i slabe topljivosti u vodi. Kemijsko
ime azitromicina je 9-deoksi-9a-aza-9a-metil-9a-homoeritromicin A (Slika 10). Azitromicin je
sintetiziran uvodenjem atoma dusika na laktonski prsten eritromicina A, koji se naknadno
metilira. Mehanizam djelovanja azitromicina ukljucuje supresiju sinteze bakterijskih proteina
vezanjem na 50S podjedinicu ribosoma i inhibiciju translokacije peptida. VeZze se na isti

receptor kao i eritromicin, no afinitet vezanja je ve¢i kod azitromicina (Heidary i sur., 2022)
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Slika 10. Struktura azitromicina (preuzeto iz https://go.drugbank.com/)

Azitromicin posjeduje jedinstvena farmakokineticka svojstva. Za azitromicin
karakteristi¢na je niska koncentracija lijeka u plazmi, a visoka i dugotrajna koncentracija u
tkivima. Nakon peroralne primjene, apsorpcija je brza, ali nepotpuna pa stoga bioraspoloZivost
iznosi otprilike 37 %. Vrsne koncentracije lijeka u plazmi postizu se kroz 2 do 3 sata nakon
primjene lijeka. Oralno primijenjen lijek brzo se raspodjeljuje u sva tkiva 1 snazno se veze na
njih. Koncentrira se unutar fagocita sto omogucava visoke koncentracije lijeka na mjestu
infekciju. U usporedbi s ostalim makrolidima, azitromicin ne inhibira i ne stimulira citokrom
P-450 te ne stupa u interakcije s lijekovima koji se metaboliziraju citokromima. Metabolizira
se gotovo nepromijenjen, stolicom, a manji dio (oko 10 %) mokra¢om. Taj podatak omogucuje
primjenu azitromicina i kod pacijenata s bubreznom insuficijencijom. Metabolizmom
azitromicina, reakcijama N-demetilacije, O-demetilacije i hidrolize nastaje 10 metabolita za
koje nije poznato da imaju antibakterijski u¢inak. Azitromicin se iz organizma eliminira sporo
s poluvremenom eliminacije od 70 h, radi ¢ega je primjena azitromicina ograni¢ena na 3 dana
po 500 mg/dan. U takvom se rezimu doziranja postiZe terapijski u¢inak jednak onome kod

primjene penicilina kroz 10 dana (Francetic, 2015).

Osim izravnog antibakterijskog, azitromicin djeluje protuupalno i imunomodulatorno na
imunosni sustav organizma pri ¢emu dolazi do smanjenja lokalnog upalnog odgovora.
Azitromicin postize povoljan efekt klinickog izljecenja i smanjenja komplikacija djelovanjem

neutrofila 1 kemokina te mehanickim utjecajem na razrjedenje sluzi, adherenciju bakterija i
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stvaranje biofilma, osobito pri infekcijama uzrokovanim Pseudomonas aeruginosa (Kuzman,
2018).

Indiciran je u lije¢enju infekcija gornjih disnih putova (faringitis, tonzilitis, otitis media i
sinusitis), donjih disnih putova (akutna egzacerbacija kroni¢nog bronhitisa, izvanbolnicki
steCena pneumonija), infekcije koze i potkoznog tkiva, kao i za bolesti uzrokovane spolno-
prenosivim bakterijama poput Chlamydia trachomatis i Neisseria gonorrhoeae. Azitromicin je
dostupan u oblicima za oralnu, oftalmicku i parenteralnu primjenu. Unato¢ indiciranosti
azitromicina u oralnoj terapiji koznih infekcija, na hrvatskom trziStu dosada nije registriran

nijedan topikalni pripravak azitromicina za lokalnu primjenu na kozu.

Primjena liposomski inkapsuliranih antibiotika predstavlja obecavaju¢i nadin za
poboljsanu dostavu lijeka do bakterijskih stanica i biofilmova. Zahvaljujuéi fosfolipidnom
sastavu te mogucénosti podeSavanja fizikalno-kemijskih svojstava liposoma, kao $to su sastav
dvoslojeva, fluidnost, veli¢ina i povrSinski naboj, mogu¢ je razvoj liposoma s uklopljenom
djelatnom tvari za lokalnu terapiju (Skalko-Basnet i Vanié, 2017). Azitromicin je dostupan u
obliku dihidrata, a karakterizira ga ogranicena topljivost u vodi. Uklapanje azitromicina u
liposome povecéava njegovu topljivost te omogucava produljeno oslobadanje azitromicina, a

posljedicno 1 vecu lokalnu koncentraciju lijeka (Vani¢ i sur., 2019).

18



2. OBRAZLOZENJE TEME
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Sistemski antibiotici ucinkovito lijeCe kozne infekcije, ali s ve¢im brojem i ucestaloscu
nuspojava te sve ¢eS¢om pojavom antibiotske rezistencije. Lokalnom primjenom antibiotika
omoguceno je postizanje visoke koncentracije djelatne tvari izravno na zahva¢enom podrucju,
uz manje nuspojava. Posljednjih se desetljeca sve veca pozornost posvecuje razvoju novih
terapijskih sustava koji se temelje na nanoCesticama, a ¢ijom bi se primjenom savladali
nedostaci klasi¢nih terapijskih sustava. Medu novim terapijskim sustavima isticu se liposomi,
(fosfo)lipidne vezikule koje se smatraju biokompatibilnim, biorazgradivim, netoksi¢nim i
neimunogenim nanocesticama s obecavaju¢im svojstvima poput kontroliranog oslobadanja
djelatne tvari, zastite lijeka u bioloskom okruzenju te postizanja ciljanog djelovanja. U ovom je
radu antibiotik azitromicin uklopljen u razlicite lipidne vezikule koje su potom umijesane u
kitozanski hidrogel, s ciljem postizanja prikladnije viskoznosti pripravka za lokalnu primjenu
na koZu, $to se potencijalno moze pozitivno odraziti na bolje zadrzavanje pripravka na mjestu
primjenu, kontrolirano oslobadanje lijeka te unaprjedenje antimikrobnog ucinka lijeka. Buducéi
da dodatak tekuée liposomske disperzije moze bitno utjecati na reoloska svojstva izvornog
kitozanskog gela, kao 1 njegov pH, provedena je reoloska karakterizacija 1 ispitivanje pH
dobivenih formulacija liposomi-u gelu, a u svrhu procjene prikladnosti formulacija za topikalnu

primjenu na kozu te procjenu njihove stabilnosti tijekom skladistenja.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1.  Materijali

Prilikom izrade liposoma koriStene su sljedece tvari:

Lipoid S75, sojin lecitin sa 75 % fosfatidilkolina (Lipoid GmbH, Njemacka)
Dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC) (Lipoid GmbH, Njemacka)
dimetildioktadecilamonijev bromid (DODAB) (Sigma-Aldrich, Sjedinjene
Americke Drzave)

natrijev deoksikolat (SDCh) (Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke Drzave)
propilenglikol (Kemig, Hrvatska)

azitromicin dihidrat (PLIVA Hrvatska Ltd, Hrvatska)

kitozan visoke molekularne mase (eng. high molecular weight, HMW) (Fluka,
Njemacka)

koncentrirani etanol (Kemika, Hrvatska)

fosfatni pufer (0,01 M, pH 7,5) pripremljen otapanjem 1,3609 g kalijevog
dihidrogenfosfata (Kemika, Hrvatska) u 1000 mL procisé¢ene vode i podeSavanjem
pH do 7,5 s 10 M kalijevim hidroksidom, nakon ¢ega je filtriran kroz celuloza-
nitratni filter veli¢ine pora 0,45 pm (Sartorius Stedim Biotech, Njemacka)

prociséena voda

Za pripremu liposoma upotrijebljeni su sljede¢i pribor i instrumenti:

celuloza-acetatne membrane 0,2 pm (Sartorius, Njemacka)

filteri veli¢ine pora 0,22 pm Minisart (Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Njemacka)

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

rotirajuc¢i vakuum uparivaé¢ Biichi Rotavapor R-200 (Biichi Labortechnik AG,
Svicarska)

Zetasizer 3000 HS Malvern (Malvern Instruments, Velika Britanija)

pH metar (Mettler-Toledo, Svicarska)

rucni mini-ekstruder (LiposoFast, Kanada)

ultracentrifuga Beckman Optima LE-80K Ultracentrifuge (Beckman Coulter Inc.,
Sjedinjene Americke Drzave)

modularni reometar Physica MCR 102 (Anton Paar, Austrija)
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3.2. Metode

3.2.1. lzrada liposoma

Sve liposomske formulacije s uklopljenim azitromicinom (AZT-liposomi): konvencionalni
(CL), deformabilni (DL), propilenglikol liposomi (PGL) i kationski liposomi (CATL),
pripremljeni su metodom hidratacije suhog fosfolipidnog sloja, tzv. film metodom (Vanic,
2012Db).

Odgovaraju¢e mase lipida i azitromicina (Tablica 1) otopljene su u tikvici okruglog dna
dodatkom 5 ml koncentriranog etanola. Etanol je potom uklonjen uparavanjem pomocu
rotacijskog vakuumskog uparivaca uz vodenu kupelj termostatiranu na 40 °C, odnosno 60 °C
za formulaciju CATL. Vakuum pumpom postepeno je smanjivan tlak u sustavu do potpunog
uklanjanja etanola radi dobivanja suhog, tankog lipidnog filma. Lipidni film je hidratiziran
pomocu 5 ml fosfatnog pufera, uz snazno protresivanje kako bi doslo do spontanog nastajanja
multilamelarnih liposoma. Za izradu PGL-a u fosfatni je pufer dodano 10 % (m/m)
propilenglikola.

Tablica 1. Sastav liposomskih formulacija s azitromicinom

Liposomska SDCh DPPC DODAB
N S75 (mg) PG (mg) AZT (mg)
formulacija (mg) (mg) (mg)
CL 100 / / / / 15
DL 85 15 / / / 15
PGL 100 / 500 / / 15
CATL / / / 73 27 15

AZT, azitromicin; CATL, kationski liposomi; CL, konvencionalni liposomi; DL, deformabilni liposomi;
DODAB, dimetildioktadecilamonijev bromid; DPPC, dipalmitoilfosfatidilkolin; PG, propilenglikol;
PGL, propilenglikol liposomi; S75, sojin lecitin; SDCh, natrijev deoksikolat

Dobivene liposomske formulacije ekstrudirane su jednom kroz polikarbonatne membrane
promjera 400 nm i tri puta kroz polikarbonatne membrane promjera 200 nm pomocu ru¢nog
mini-ekstrudera (Slika 11). Pritom je ekstruzija CATL-a izvodena pri 55 °C prethodnim

zagrijavanjem liposomske disperzije i ruénog mini-ekstrudera u vodenoj kupelji.
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Slika 11. Shematski prikaz ru¢nog ekstrudera

(preuzeto i prilagodeno prema www.funakoshi.co.jp )

3.2.2. Odredivanje srednjeg promjera i indeksa polidisperznosti liposoma

Liposomske formulacije s uklopljenim azitromicinom analizirane su na instrumentu
Zetasizer Ultra (Malvern, Ujedinjeno Kraljevstvo) metodom fotonske korelacijske
spektroskopije. U jednokratne kivete DTS1070 (Malvern, Ujedinjeno Kraljevstvo) dodano je
po dvije kapi uzorka liposoma, a potom razrijedeno s 1 mM otopinom NacCl, koja je prethodno
filtrirana kroz membranski filter veli¢ine pora 0,22 pm radi uklanjanja mogucih oneciscenja i
Cestica. Uzorci su mjereni pri kutu detekcije od 90 ° i temperaturi od 25 °C. Uzorci su izmjereni
u triplikatima te je izracunata srednja vrijednost i standardna devijacija. Mjerenja su provedena

prije i nakon postupka ekstruzije.

3.2.3. lzrada kitozanskog gela i formulacija liposomi-u-gelu

Kitozanski gel izraden je dispergiranjem 2,5 g kitozana visoke molekulske mase (eng. high
molecular weight, HMW) u 10 g propilenglikola i 37,5 g 3,5%-tne otopine mlije¢ne kiseline uz
intenzivno mijeSanje staklenim S$tapicem. Kitozanska disperzija potom je soniciran na
ultrazvuc¢noj kupelji Branson 1210 (Branson Ultrasonics, Sjedinjene Americke Drzave) tijekom
60 minuta. Nakon toga dodana je procis¢ena voda do ukupne mase od 100 g te je kitozanska
disperzija pokrivena parafilmom i ostavljena na sobnoj temperaturi kako bi potpuno izbubrila

u iducih 48 sati formirajuci kitozanski hidrogel.
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U izbubreni kitozanski gel umijesani su AZT-liposomi u koncentraciji 30 % (m/m;
liposomi/gel), a na isti nacin pripremljena je i kontrola u koju je umjesto AZT-liposoma
uklopljena otopina azitromicina (AZT-otopina) u istoj koncentraciji i masenom udjelu kao i
kod AZT-liposoma u gelu (30 %, m/m). Nakon pripreme formulacija lipoosmi-u-gelu, isti su
prije daljnjih ispitivanja centrifugirani (3000 okr/min, 3 min) s ciljem uklanjanja uklopljenog
zraka. U reoloskim ispitivanjima i pH mjerenjima analizirani su i kitozanski gel bez uklopljenih

liposoma (izvorni gel) te kitozanski gel s uklopljenom AZT-otopinom (kontrola).
3.2.4. Reoloska karakterizacija formulacija

Reoloska karakterizacija formulacija liposomi-u-gelu provedena je na modularnom
reometru MCR 102 (Anton Paar, Austrija), pomoc¢u mjernog tijela PP25 (Parallel Plate 25) i
temperaturne ploce P-PTD200. Udaljenost izmedu mjernog tijela i temperaturne ploce u svim
je mjerenjima postavljena na 1 mm. Na ovaj nacin provedena su mjerenja svih liposomskih
formulacija, kao i mjerenja za izvorni kitozanski gel i kontrolu (AZT-otopina uklopljena u
kitozanski gel). Za reoloSku karakterizaciju navedenih formulacija provedeni su rotacijski
testovi kojima je ispitan profil viskoznosti (eng. flow curves) te oscilacijski testovi, to¢nije test

promjene amplitude (eng. amplitude sweep).

Rotacijska ispitivanja provedena su u rasponu brzine smicanja od 0,1 do 1000 s™! uz 15
mjernih tocaka te logaritamski postavljeno trajanje u svakoj tocki od 100 do 1 s. Oscilacijski
testovi promjene amplitude provedeni su primjenom kutne frekvencije od 10 s™' u rasponu
smi¢nih deformacija od 0,1-1000 %, kroz 25 mjernih to¢aka. Sva su mjerenja provedena u
triplikatu, pri temperaturama 25 °C i 34 °C. Podaci su dokumentirani i analizirani softverom za
reometar RheoCompass TM Light (Anton Paar GmbH).

3.2.5. lIspitivanje pH formulacija

Ispitivanje pH formulacija liposomi-u-gelu, izvornog kitozanskog gela i kontrole provedeno
je na pH-metru (Mettler Toledo, Svicarska) uz koristenje elektrode za polukrute pripravke. Prije
mjerenja, pH-metar je kalibriran na 25 °C koristenjem standardnih puferskih otopina (pH 4,0,

pH 7,0 i pH 9,0). Provedena su tri uzastopna mjerenja za svaki uzorak pri temperaturi od 25 °C.
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3.2.6. Ispitivanje stabilnosti formulacija tijekom skladistenja

Pripremljene formulacije liposomi-u-gelu, kao i izvorni kitozanski gel te kontrola,
pohranjeni su u hladnjak pri 4 °C te im je nakon 30 dana provedeno ispitivanje pH i reoloska

karakterizacija na na¢in opisan u poglavljima 3.2.4.13.2.5.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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4.1. Veli¢ina i polidisperznost AZT-liposoma

Fizikalno-kemijska svojstva liposoma (veli¢ina, polidisperznost, zeta potencijal) imaju
velik utjecaj na uéinkovitost i dopremu djelatne tvari (Vanic i sur., 2021). U eksperimentalnom
dijelu ovog rada izmjereni su srednji promjer i indeks polidisperznosti za sve formulacije
AZT-liposoma (CL, DL, PGL i CATL). Metodom fotonske korelacijske spektroskopije
izmjereni su srednji promjer i indeks polidisperznosti 24 sata nakon izrade liposoma, prije i

nakon postupka ekstruzije. Rezultati provedenih mjerenja prikazani su u Tablici 2.

Tablica 2. Fizikalno-kemijska karakterizacija AZT-liposoma

aesai Srednji promjer (nm) Indeks polidisperznosti
formulacija | prije ekstruzije | Nakon ekstruzije | Prije ekstruzije | Nakon ekstruzije
CL 985+ 75 184 + 11 0,905 + 0,071 0,148 + 0,011
DL 894 + 28 178 + 45 0,992 + 0,134 0,123+ 0,111
PGL 1028 £ 12 109+1 0,679 £ 0,051 0,136 + 0,011
CATL 1821+ 9 238 + 17 0,808 + 0,106 0,371+ 0,121

CATL, kationski liposomi; CL, konvencionalni liposomi; DL, deformabilni liposomi; PGL,
propilenglikol liposomi. Mjerenja su provedena u triplikatu. Prikazani rezultati predstavljaju srednju

vrijednost + standarnu devijaciju (S.D.).

Pripravom liposoma metodom hidratacije fosfolipidnog sloja nastaju veliki
multilamelarni liposomi visokog indeksa polidisperznosti (Torchilin i Weissig, 2003). Stoga su
liposomske formulacije prije ekstruzije bile veceg srednjeg promjera uz Sirok raspon veli¢ina
medu razli¢itim formulacijama. CL 1 DL pokazale su neSto manji srednji promjer
neekstrudiranih formulacija od priblizno 900 nm. PGL su pokazali nesto veéi srednji promjer
neekstrudiranih liposoma (1028 nm), dok su CATL bili najve¢i sa srednjim promjerom od 1821
nm. Indeksi polidisperznosti izvorno pripremljenih AZT-liposoma bili su visoki za sve

formulacije (> 0,679) potvrdujuci znacajnu heterogenost pripravljenih vezikula.
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Postupkom ekstruzije znac¢ajno su smanjene vrijednosti srednjih promjera i indeksa
polidisperznosti svih formulacija liposoma. Srednji promjeri ekstrudiranih PGL bili su najmanji
(109 nm), CL i DL bili su u rasponu od 178 do 183 nm. Najvec¢i su srednji promjer imali CATL
(238 nm) §to je bilo i o¢ekivano s obzirom na sastav U kojem se nalaze DPPC i DODAB, koji
utjecu na visu T¢ lipidnih dvoslojeva (Ulrich, 2002) u odnosu na S75 koji koristen u izradi
ostalih liposomskih formulacija s azitromicinom. Optimiziranjem veli¢ine liposoma moguce je
posti¢i ravnotezu izmedu koli¢ine lijeka koja se moze uklopiti u liposome i veli¢ine liposomskih
vezikula. Pritom, spomenute vrijednosti trebaju biti u skladu s ciljanim putem primjene i
dostave lijeka. U dosadaSnjim istrazivanjima, pokazano je da su liposomi srednjeg promjera do
300 nm optimalni za dermalnu primjenu lijeka (Hurler i sur., 2012), iz ¢ega proizlazi da je
srednji promjer svih formulacija AZT-liposoma nakon postupka ekstruzije bio u prikladnom
rasponu veli¢ina za dermalnu primjenu lijeka (do 300 nm). Takoder, liposomi €iji je raspon
srednjih promjera unutar navedenog pokazuju povoljnije zadrZzavanje u visim slojevima koze
(Rukavina i sur., 2019).

Indeks polidisperznosti nakon ekstruzije za CATL (0,371) bio je ve¢i u usporedbi s ostalim
AZT-liposomima (od 0,123 do 0,248). lako je srednji promjer deformabilnih liposoma bio
manji u odnosu na konvencionalne liposome, indeks polidisperznosti nije bio veéi kao u
dostupnoj literaturi unato¢ prisutnosti rubnog aktivatora u fosfolipidnom dvosloju

deformabilnih liposoma, a ¢ija je funkcija povecanje fleksibilnosti membrane (Palac i sur.,

2014).
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4.2. Reoloska karakterizacija formulacije liposomi-u-gelu

Reoloska karakterizacija formulacija liposomi-u-gelu, kao i kitozanskog gela bez
uklopljenih liposoma (izvorni gel) te kitozanskog gela s uklopljenom AZT-otopinom (kontrola)
provedena je mjerenjem profila viskoznosti (eng. flow curve) i oscilacijskim testovima (eng.

amplitude sweep) kojima su utvrdena viskoelasti¢na svojstva formulacija.

4.2.1. Rotacijski testovi

Ispitivanje viskoznosti kitozanskih hidrogelova (HG) s uklopljenim liposomima provedeno
je na dvije razli¢ite temperature: 25 °C koja imitira tipi¢nu temperaturu skladistenja (Slika 12)
i 34 °C koja odgovara vr$nim fizioloskim uvjetima temperature koze (Slika 13). Pritom su
dobiveni rezultati za uzorke: CL-u-gelu (CL-HG), DL-u-gelu (DL-HG), PGL-u-gelu
(PGL-HG), CATL-u-gelu (CATL-HG), i to neposredno nakon izrade formulacije (Slika 12a,
Slika 13a) i nakon 30 dana skladistenja (Slika 12b, Slika 13b). Na dobivenim krivuljama
viskoznosti viskoznost je prikazana u odnosu na brzinu smicanja, pri ¢emu se povecanjem
brzine smicanja viskoznost smanjivala. Pri manjim brzinama smicanja pseudoplasti¢ni sustavi
imaju konstantnu viskoznost s obzirom na postojanje brojnih medumolekulskih interakcija, pri
¢emu su lanci polimera medusobno umreZeni. Pove¢anjem vanjske sile, smanjuje se viskoznost
sustava te u trenu kada je postignuta kriti¢na vrijednost brzine smicanja ili smi¢nog naprezanja
dolazi do naglog pada viskoznost. Takvo je ponaSanje rezultat destrukturiranja molekula ili
Cestica Sto ukljucuje raskid medumolekulskih interakcija te preslagivanje lanaca polimera u
paralelne snopove. Svi uzorci pokazali su ocekivano pseudoplasticno ponasanje (eng. shear
thinning behavior) u kojem uslijed djelovanja sila dolazi do strukturnih promjena, odnosno
promjena viskoznosti. Takvo je pseudoplasticno tecenje karakteristi¢no za hidrogelove (Chen 1
sur., 2017) te je i pozeljno buduéi da omogucuje razmazivanje podloge po povrsini primjenom
vanjske sile, dok se prestankom djelovanja sile formulacija zadrzava na mjestu primjene (das
Neves i Bahia, 2006). Prednost pseudoplasti¢nih sustava o¢ituje se u olakSanoj primjeni uslijed

smanjenja viskoznosti pripravka $to je posljedica smi¢nog naprezanja tijekom nanosenja.
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Slika 12. Krivulja viskoznosti za formulacije liposomi-u-gelu, izvorni kitozanski gel i
kitozanski gel s AZT-otopinom (kontrola) pri 25 °C: a) neposredno nakon izrade uzoraka i
b) nakon 30 dana skladiStenja. *Uzorak DL-HG je tijekom 30-dnevnog skladiStenja promijenio

konzistenciju radi ¢ega daljnja reoloska ispitivanja nije bilo moguce provesti za tu formulaciju.
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Slika 13. Krivulja viskoznosti za formulacije liposomi-u-gelu, izvorni kitozanski gel i

0,1

kitozanski gel s AZT-otopinom (kontrola) pri 34 °C: a) neposredno nakon izrade uzoraka i
b) nakon 30 dana skladistenja. *Uzorak DL-HG je tijekom 30-dnevnog skladiStenja promijenio

konzistenciju radi ¢ega daljnja reoloska ispitivanja nije bilo moguce provesti za tu formulaciju.
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U provedenim ispitivanjima viskoznosti pri 25 °C (Slika 12a) i pri 34 °C (Slika 13a)
najveca viskoznost utvrdena je za izvorni kitozanski gel, sto je i o¢ekivano s obzirom da sustav
nije razrjedivan dodatkom AZT-liposoma ili AZT-otopine te je koncentracija kitozana u
takvom sustavu veca. Formulacije liposomi-u-gelu pokazale su sli¢an profil viskoznosti kao
izvorni gel, ali uz blago nize vrijednosti izmjerene viskoznosti od izvornog gela na obje
temperature, S$to je vjerojatno rezultat ponajprije dodatka tekuce faze (tekuée disperzije
liposoma) u kitozanski hidrogel te posljedi¢nog razrjedivanja gela. Naime, ovakav efekt
dodatka liposoma u kitozanski gel opaZen je i u nedavnom istrazivanju Caci¢ i suradnika
(2023), kao 1 u ranijem istrazivanju Kaplan i suradnika (2018), koji su takoder pokazali da
dodatak liposoma u izvorni kitozanski gel utje¢e na smanjenje njegove viskoznosti. S druge
strane, Hemmingsen i suradnici (2021) su nakon dodatka liposomskih formulacija u gel uo¢ili
gotovo nepromijenjenu viskoznost u odnosu na izvorni kitozanski gel. Medutim, vazno je
naglasiti kako je u istrazivanju Hemmingsen i suradnika (2021) kitozanski hidrogel izvorno
sadrzavao znacajni veci udio kitozana (4,5 %, m/m), a udio liposomske disperzije uklopljene u
gel bio je 3 puta manji (10 %, m/m) $to mozebitno objasnjava nepostojanje razlike u viskoznosti

izmedu izvornog hidrogela s i bez uklopljenih liposoma u navedenom istrazivanju.

Usporedbom mjerenja provedenih na 25 °C i1 34 °C, moze se uociti kako je kod svih
formulacija viskoznost sustava nesto manja pri viSoj temperaturi. Nakon 30 dana skladistenja
sve su formulacije na obje ispitivane temperature (Slika 12b i Slika 13b) pokazale blagi (izvorni
gel, PGL-HGQG) ili nesto izrazeniji pad viskoznosti (CL-HG, CATL-HG), izuzevsi kontrole, koja
je iznenadujuce pokazala porast viskoznosti nakon 30 dana skladistenja. Naime, nakon 30 dana
mjerenog pri istim uvjetima temperature. Medu liposomskim formulacijama, najve¢u promjene
u viskoznosti nakon 30 dana pokazala je formulacija CATL-HG na obje temperature,
pokazujuéi znacajno smanjenje viskoznosti formulacije tijekom skladistenja. Dakle, mjerenjem
profila viskoznosti formulacija nakon 30 dana skladistenja u svrhu ispitivanja stabilnosti
formulacije, uoceno je da je viskoznost svih pripravaka izuzev kontrole manja od pocetne, no i
dalje prikladna za topikalnu primjenu, pri ¢emu od svih formulacija liposomi-u-gelu PGL-HG
najmanje mijenja viskoznost. Jedina formulacija koja nakon 30 dana skladiStenja nije
pokazivala konzistenciju prikladnu za topikalnu primjenu bila je formulacija DL-HG. Stovise,
ova je formulacija toliko promijenila konzistenciju tijekom skladistenja da nije bilo moguce
provesti mjerenja viskoznosti nakon 30 dana. MoZe se pretpostaviti da postoji odredena

inkompatibilnost izmedu DL i kitozanskog gela u koji su uklopljeni liposomi, koja dolazi do
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izrazaja tijekom skladistenja formulacije, ali navedeno bi bilo potrebno potvrditi dodatnim

ispitivanjima koja nisu dio ovog diplomskog rada.

U prethodnim istrazivanjima reolosSkih svojstava visokoelasti¢nih podloga, Mourtas i
suradnici (2008) utvrdili su da fosfolipidni sastav liposoma, odnosno stupanj rigidnosti
liposomske membrane, utjece na viskoznost sustava liposomi-u-gelu. Medutim, ovdje dobiveni
rezultati, koji su prikazani na Slici 12a i Slici 13a, nisu pokazali znacajnije razlike u viskoznosti
formulacija liposomi-u-gelu ovisno o vrsti uklopljenih AZT-liposoma, tj. nije utvrdena
znacajna razlika u viskoznosti gela nakon uklapanja elasti¢nih liposoma (DL i PGL) u odnosu
na rigidne liposome (CL i CATL). No, valja naglasiti da su u spomenutoj studiji (Mourtas i
sur., 2008) koristeni karbopolski i hidroksicelulozni gel kao podloga za uklapanje liposoma, za
razliku od kitozanskog gela koristenog ovdje te je udio uklopljenih liposoma u podlogu bio za
10 % nizi nego u ovom ispitivanju (20 %, m/m), zbog ¢ega je upitno koliko su navedeni sustavi

liposomi-u-gelu usporedivi.

S obzirom na dobivene profile viskoznosti u ovom istrazivanju (Slika 12, Slika 13), ¢ini se
da na viskoznost formulacije liposomi-u-gelu dominantno utje¢e koncentracija kitozana u
izvornom gelu u odnosu na kona¢nu koncentraciju kitozana u formulacijama, tj. koli¢ina
liposoma uklopljenih u kitozanski hidrogel (omjer liposomi/hidrogel), dok fosfolipidni sastav i
elasti¢nost liposoma, ne pokazuje znacajan utjecaj pri ovako visokoj koncentraciji liposoma

uklopljenih u kitozanski gel (30 %, m/m).

4.2.2. Oscilacijski testovi

Viskoelasti¢nost je svojstvo tvari koje imaju karakteristike i elasti¢nih krutina i
viskoznih tekuc¢ina. Viskoelasti¢na svojstva u korelaciji su s fizickim izgledom hidrogelova 1
terapijskom ucinkovito§éu polukrutih formulacija (Zhang i sur., 2020). S obzirom da
oscilacijski testovi daju uvid u viskoelasti¢ni karakter polucvrstih formulacija, oni imaju
prednost u reoloSkoj karakterizaciji hidrogelova (Simdes i sur., 2020). Testovima promjene
amplitude prati se ponasanje uzoraka u nedestruktivnom deformacijskom rasponu te se utvrduje
gornja granica raspona, a sve u svrhu procjene ¢vrstoce i stabilnosti pripravljene formulacije.
U oscilacijskim testovima pracene su vrijednosti modula skladistenja (G') i modula gubitka (G")
pri rastu¢em oscilacijskom naprezanju. Navedena su mjerenja provedena na 25 °C i 34 °C i
ponovljena su nakon 30 dana skladistenja pri 4 °C, a dobiveni rezultati prikazani su na slikama

14-19. Tijekom ovih ispitivanja, sve ispitivane formulacije liposomi-u-gelu pokazale su
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linearnu viskoelasti¢nu regiju (LVR), odnosno konstantni plato gdje vrijednosti modula
skladistenja (G') i modula gubitka (G") ne ovise o deformaciji i koreliraju samo s molekularnom
strukturom. Taj je podatak znacajan budué¢i da se uzorci sa Sirokim LVR smatraju dobro
dispergiranima i stabilnima (Zhang i sur., 2020). Isto je zapaZeno u istrazivanju Cagié i
suradnika (2023.) gdje su, kao i ovdje, svi ispitivani liposomski gelovi pokazali ve¢i modul
skladistenja (G') Sto potvrduje dominantno elasti¢nu prirodu uzoraka. Kada materijal pokazuje
viskoznije ponasanje, opaza se tendencija G' < G” te obrnuto, kada prevladavaju elasti¢na
svojstva materijala, G' > G” (Barnes, 2000), $to potvrduje strukturu gela za formulacije
viskoelasticnih svojstava. Naime, karakteristicne vrijednosti G' > G" kod viskoelasti¢nih
krutina poput hidrogelova mogu se pripisati postojanju kemijskih veza ili fizikalno kemijskih

interakcija.

Pokazano je da se odstupanje izmedu G' i1 G" smanjuje iznad utvrdenih vrijednosti LVR
¢emu uzrok moze biti intenzivno rastezanje polimernih lanaca i djelomi¢no kidanje vodikovih
veza unutar strukture hidrogela, a vrijednost pri kojoj se G' i G" izjednacuju, nakon ¢ega je G'
< G", smatra se tockom nakon koje se sustav pocinje ponasati kao viskozna teku¢ina. Smatra
se da je sustav robusniji §to se izjednacavanje vrijednosti G'i G" postiZe pri ve¢im vrijednostima
smi¢nog naprezanja (Zhang i sur., 2020). Prema dobivenim rezultatima prikazanima na slikama
14-19, najrobusniji uzorak neposredno nakon izrade pri mjerenjima na 25 °C bio je izvorni
kitozanski gel, dok su formulacije liposomi-u-podlozi takoder pokazale ponasanje
karakteristi¢no za gelove (G' > G" u LVR regiji), ali uz nesto veéu podloznost deformacijama,
odnosno manju robusnost u odnosu na izvorni gel, pri Cemu se formulacija
DL-HG pokazala najmanje robusnom. Pri mjerenjima na temperaturi od 34 °C neposredno
nakon izrade uzoraka takoder je izvorni gel pokazao veci stupanj robusnosti u odnosu na
formulacije liposomi-u gelu, izuzevsi formulacije DL-HG koja je iznenadujuce pri 34 °C
pokazala najvecu otpornost prema mehanickim naprezanjima, odnosno zadrzala je strukturu
gela u Citavom mjernom rasponu, Sto se eventualno mozZe objasniti ranije spomenutim
interakcijama izmedu DL i kitozanskog gela u odredenim okolnostima (poviSena temperatura,

dulje skladiStenje), ali bi navedeno bilo potrebno dodatno istraZiti daljnjim ispitivanjima.

Rezultati prikazuju da je u gotovo svim ispitivanim uzorcima nakon 30 dana skladiStenja
modul pohrane G' bio veéi od modula gubitka G" $to dokazuje da je u ispitivanim formulacijama
dominantna elasticna komponenta koja moze posluziti kao mjera stabilnosti sustava. Takva
struktura omogucuje produljeno zadrzavanje na mjestu primjene, kao i1 produljeno oslobadanje

lijeka (Nizi¢ i sur., 2019). Odstupanje od ovog generalnog zakljucka za ispitane formulacije
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primijeceno je samo u slucaju izvornog gela, jer je nakon 30 dana skladiStenja pripadaju¢i G"
bio vec¢i ili gotovo jednak G' Sto govori o znacajnoj promjeni strukture gela tijekom
skladiStenja, tj. da izvorni gel stajanjem vjerojatno gubi svojstva gela, i poprima polako svojstva
viskozne tekucine (Slika 14). U tom smislu, ¢ini se da dodatak liposoma u kitozanski gel, iako
smanjuje viskoznost gela, pozitivno utjece na stabilnost gela, odnosno na zadrzavanje strukture
i svojstava karakteristicnih za gelove. Najznacajnije promjene u krivuljama dobivenim
oscilacijskim testovima promjene amplitude za uzorke liposomi-u-gelu nakon 30 dana
skladiStenja uocene su za formulaciju CATL-HG, izuzevsi uzorak DL-HG. Naime, formulacija
DL-CHG je skladistenjem toliko promijenila konzistenciju da nije bilo moguée ponoviti

mjerenja nakon 30 dana, $to svjedoci o nestabilnosti te formulacije tijekom skladiStenja.

Takoder, zanimljivo je uociti da su oscilacijski testovi promjene amplitude za kontrolu
potvrdili da nakon 30 dana viskoznost formulacije raste na obje ispitivane temperature, $to je u

skladu s rezultatima rotacijskih testova nakon 30 dana skladiStenja kako je opisano u poglavlju
4.2.1.

36



100,00

-w w - - -
. | S—0—9- m
< S
cao \
(9]
< O
S S
oD
=
© O
S o
==
10,00
010 100 Smigno naprezanje (Pa) 10,00 100,00

—&—G' Izvorni gel (25°C) —8—G" Izvorni gel (25°C)

—8—G' Izvorni gel nakon 30 dana (25°C) ——G" Izvorni gel nakon 30 dana (25°C)
G' Izvorni gel (34°C) G" Izvorni gel (34°C)

—0—G' Izvorni gel nakon 30 dana (34°C) ——G" Izvorni gel nakon 30 dana (34°C)

Slika 14. Graficki prikaz ovisnosti modula pohrane G' i modula gubitka G" o smi¢nom

naprezanju za izvorni gel na 25 °C i 34 °C neposredno nakon izrade formulacije te nakon 30

dana skladiStenja.
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Slika 15. Graficki prikaz ovisnosti modula pohrane G' i modula gubitka G" o smi¢nom
naprezanju za kontrolu na 25 °C i 34 °C neposredno nakon izrade formulacije te nakon 30 dana

skladistenja.
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Slika 16. Graficki prikaz ovisnosti modula pohrane G' i modula gubitka G" o smi¢nom
naprezanju za uzorak CL-HG na 25 °C i 34 °C neposredno nakon izrade formulacije te nakon

30 dana skladistenja.
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Slika 17. Graficki prikaz ovisnosti modula pohrane G' i modula gubitka G" o smi¢nom
naprezanju za uzorak DL-HG na 25 °C i 34 °C neposredno nakon izrade formulacije. *Uzorak
DL-HG je tijekom 30-dnevnog skladistenja promijenio konzistenciju radi ¢ega daljnja reoloska

ispitivanja nije bilo moguce provesti za tu formulaciju.
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Slika 18. Graficki prikaz ovisnosti modula pohrane G' i modula gubitka G" o smi¢nom
naprezanju za uzorak PGL-HG na 25 °C i 34 °C neposredno nakon izrade formulacije te nakon

30 dana skladistenja.
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Slika 19. Graficki prikaz ovisnosti modula pohrane G' i modula gubitka G" o smi¢nom
naprezanju za CATL-CHG na 25 °C i 34 °C provedene nakon izrade formulacije te nakon 30

dana skladistenja.
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4.3. pH formulacija

Ispitivanja pH provedena su za sve formulacije liposomi-u-gelu, izvorni gel i kontrolu
nakon izrade te nakon 30 dana skladiStenja kako bi se ispitala stabilnost pripravaka buduéi da
pH moze utjecati na oslobadanje lijeka, kao i na raspodjelu te zadrzavanje hidrogela na kozi
(Vani¢ i sur., 2021). Buduéi da se u strukturi kitozana nalaze amino skupine koje se mogu
protonirati ili deprotonirati ovisno o pH okoliSa, pH kitozana mijenja se ovisno o pH okolisa i
uklopljenim tvarima. Promjena pH vrijednosti kitozanske podloge moze utjecati na profile

viskoznosti, pri cemu se veca viskoznost opaza u uvjetima kiselog pH.

Uzorak pH neposredno nakon izrade pH nakon 30 dana
Izvorni gel 4,80 +0,02 4,74 +0,01
Kontrola 4,98 + 0,02 4,77+ 0,03
CL-HG 4,86 + 0,03 4,76 + 0,02
DL-HG* 4,89 + 0,05 n.o.*
PGL-HG 4,87 + 0,02 4,62 + 0,02
CATL-HG 4,84 +0,01 4,60 + 0,02

Tablica 3. pH vrijednosti uzoraka neposredno nakon izrade i nakon 30 dana skladiStenja pri
4 °C. Rezultati prikazuju srednju vrijednost £ S.D. (n = 3). * n.o. = nije odredeno (uzorak
DL-HG je tijekom 30-dnevnog skladiStenja promijenio konzistenciju radi ¢ega daljnja pH

ispitivanja nije bilo moguce provesti za tu formulaciju).

Prema izmjerenim vrijednostima neposredno nakon izrade uzoraka prikazanima u
Tablici 3, pocetni pH bio je gotovo jednak za sve uzorke liposomi-u-gelu, neovisno o sastavu
liposoma kao i elasti¢nosti istih. Sve su formulacije bile blago kiselog pH, pri ¢emu je uzorku
izvornog gela izmjerena najniza pH vrijednost (4,80), a kontroli najvisa vrijednost pH (4,98).
U sli¢nom ispitivanju provedenom od Caci¢ i suradnika (2023), liposomske formulacije i
kontrola takoder su pokazale visi pH u odnosu na izvorni gel. Naime, kao i u ovom ispitivanju,
uklapanje liposoma u kitozanski gel rezultiralo je povisenjem vrijednosti pH buduc¢i da su u oba
ispitivanja liposomi pripremljeni u fosfatnom puferu ¢iji je pH iznosio 7,5 te se smatra da je to
glavni uzrok zamijecenog povisenja pH. Nize vrijednosti pH ovdje ispitanih uzoraka u odnosu
na analogne uzorke u spomenutom istrazivanju Cagi¢ i suradnika (2023) moguce je pripisati

&injenici da iako je kitozanski hidrogel u oba istrazivanja pripremljen sli¢nom metodom, Cagi¢
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I suradnici (2023) su koristili kitozan srednje molekularne mase (eng. medium molecular
weight, MMW) koji je manjeg stupnja deacetilacije u odnosu na HMW koristen u ovom
istrazivanju te je koriStena razliCita koncentracija kitozana i mlijeCne kiseline za pripravu
izvornog gela. Usporedno s tim, sastav samih liposoma u navedenoj studiji razlikuje se od ovdje
koristenih AZT-liposoma, kao i udio uklopljenog azitromicina, $to sve moze utjecati na konac¢ni

pH formulacije.

Povrsina koZe ima razliite vrijednosti pH koje variraju od 4,1 do 7,2 ovisno o predjelu
tijela, no najveci dio koze tijela ima blago kiselu pH vrijednost (5,5). Kitozanski gelovi s
uklopljenim AZT-liposomima, s pH vrijednostima u rasponu od 4,84 do 4,89, mogu se smatrati
prikladnima za primjenu na kozu. Stovise, za formulacije namijenjene za lije¢enje bakterijskih

infekcija koze ¢ak je i poZeljno da su blago kisele, jer se pokazalo da pH inficirane koZe postaje

U mjerenjima ponovljenima nakon 30 dana zabiljezen je pad pH za sve uzorke koji je
bio < 6 %, ali statisti¢ki znacajan (t-test, p < 0,05). lako je tijekom skladistenja doslo do
znacajne promjene pH formulacija, pH svih uzoraka nakon 30 dana i dalje je bio prikladan za

dermalnu primjenu.
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5. ZAKLJUCAK
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Liposomi razli¢itog (fosfo)lipidnog sastava (CL, DL, PGL i CATL) su pripravljeni film
metodom, nakon ¢ega su homogenizirani postupkom ekstruzije i uklopljeni u kitozanski gel.
Izvornom kitozanskom gelu i kona¢nim formulacijama liposomi-u-gelu ispitana su reoloska
svojstva i pH te su mjerenja ponovljena nakon 30 dana u svrhu procjene stabilnosti i

prikladnosti za topikalnu primjenu na kozu.

Reoloskom karakterizacijom utvrdeno je pseudoplasticno ponaSanje formulacija
liposomi-u-gelu, $to je pozeljno za ciljanu topikalnu primjenu na kozu. Dodatak AZT-liposoma
ili AZT-otopine u kitozanski gel (kontrola) rezultirao je blagim smanjenjem njegove
viskoznosti, no profil viskoznosti svih ispitanih formulacija ostao je prikladan za primjenu na
kozu. Iz dobivenih rezultata moze se pretpostaviti da na viskoznost kona¢ne formulacije
dominantno utjece znacéajan udio uklopljene tekuce liposomske disperzije (30 %, m/m), a ne
fosfolipidni sastav AZT-liposoma uklopljenih u kitozanski hidrogel, budu¢i da medu razli¢itim
formulacijama liposomi-u-gelu nisu zabiljezene znacajne razlike u krivuljama viskoznosti pri

odgovarajucoj temperaturi.

Tijekom oscilacijskih testova promjene amplitude, formulacije liposomi-u-gelu pokazale su
Sirok linearno visko-elasti¢ni raspon s modulom skladistenja (G') ve¢im od modula gubitka (G")
Sto potvrduje viskoelasticno ponaSanje karakteristi¢no za gelove. Takva struktura omogucuje
produljeno zadrZavanje na mjestu primjene, kao i produljeno oslobadanje lijeka. Takoder, takvi
uzorci mogu se smatrati dobro dispergiranima i stabilnima. Formulacije liposomi-u-gelu i
kontrola su pokazale manju robusnost u odnosu na izvorni kitozanski gel, §to je najvjerojatnije

posljedica razrjedivanja gela dodatkom tekuce faze.

Reoloska karakterizacija formulacija nakon 30 dana skladistenja pokazala je da je
viskoznost svih pripravaka izuzev kontrole manja od pocetne. Usprkos blagom smanjenu
viskoznosti, sve su formulacije liposomi-u-podlozi zadrzale pseudoplasti¢na svojstva, jedino je
formulacija DL-HG nakon 30 dana skladiStenja pokazala znac¢ajnu promjenu u konzistenciji
zbog Cega nije moguce provesti njenu naknadnu reoloSku analizu, zbog cega se smatra
nestabilnom tijekom skladistenja. Nadalje, za razliku od izvornog gela, za sve formulacije
liposomi-u-gelu nakon 30 dana skladiStenja modul pohrane G' bio je ve¢i od modula gubitka
G" $to dokazuje da je zadrzana struktura gela koja moze posluziti kao mjera stabilnosti sustava.
U tom smislu, ¢ini se da dodatak liposoma u kitozanski gel, iako blago smanjuje viskoznost
gela, pozitivno utjeCe na njegovu stabilnost, odnosno na zadrzavanje strukture i svojstava

karakteristi¢nih za gelove.

46



pH gelova s uklopljenim AZT-liposomima (4,87-4,89) i AZT-otopinom (4,98) bio je visi
od pH izvornog gela (4,80). Nakon 30 dana skladiStenja uoCen je manji, ali statisticki znac¢ajan
pad pH vrijednosti svih formulacija, ukljuujuéi izvorni gel, ali su izmjerene vrijednosti i dalje

bile unutar raspona prikladnog za primjenu na kozu (pH 4-7).
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA
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A — povrsina smicanja u modelu dviju ploc¢a

AZT — azitromicin

CATL — kationski liposomi s azitromicinom

CL — konvencionalni liposomi s azitromicinom

D — brzina smicanja

& — fazni pomak

DL — deformabilni liposomi s azitromicinom

DODAB - dimetildioktadecilamonijev bromid

DPPC — dipalmitoilfosfatidilkolin

1 — viskoznost

F — sila smicanja u modelu dviju ploca

G' — modul pohrane

G" — modul gubitka

G* — kompleksni modul smicanja

y — smic¢na deformacija

GUV - golemi unilamelarni liposomi

h — §irina razmaka u modelu dviju plo¢a

HG — hidrogel

HMW - visoka molekulska masa (eng. high molecular weight)
LUV — veliki unilamelarni liposomi

LVR — linearni viskoelasti¢ni raspon (eng. linear viscoelastic range)
MLV — multilamelarni liposomi

MMW - srednja molekulska masa (eng. medium molecular weight)

MVV — multivezikularni liposomi



OLYV - oligolamelarni liposomi

PBS — fosfatni pufer

PC — fosfatidilkolin

PGL - propilenglikol liposomi s azitromicinom
S — duljina otklona

S75 — sojin lecitin

SDCh — natrijev deoksikolat

SUV — mali unilamelarni liposom

T — smi¢no naprezanje

T¢ — temperatura faznog prijelaza

V — brzina u modelu dviju ploca
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Razli¢ite vrste liposoma s azitromicinom (AZT): konvencionalni liposomi (CL),
deformabilni liposomi (DL), propilenglikol liposomi (PGL) i kationski liposomi (CATL)
uklopljeni su u hidrogel na bazi kitozana s ciljem postizanja prikladne viskoznosti za topikalnu
primjenu na kozu. Dobivene formulacije liposomi-u-gelu (CL-HG, DL-HG, PGL-HG, CATL-
HG) reoloski su okarakterizirane rotacijskim i oscilacijskim testovima te im je ispitan pH.
Dodatkom AZT-liposoma ili AZT-otopine (kontrola) u kitozanski gel (30 %, m/m) dolazi do
blagog smanjenja viskoznosti gela, no formulacije 1 dalje zadrzavaju viskoznost prikladnu za
dermalnu primjenu te strukturu i ponasanje viskoelasticnih krutina (gelova). Nadalje, sve
ispitivane formulacije liposomi-u-gelu pokazale su linearnu viskoelasticnu regiju (LVR), iz
Cega proizlazi da se ispitani uzorci neposredno nakon primjene mogu smatrati dobro
dispergiranima i stabilnima. Reoloska mjerenja su ponovljena nakon 30 dana skladiStenja pri 4
°C, pri ¢emu je utvrdeno da formulacije liposomi-u-gelu nakon skladiStenja pokazuju manju
viskoznost u odnosu na viskoznost formulacije neposredno nakon izrade, ali uz zadrzavanje
viskoelasticnog ponasSanja svojstvenog gelovima. Dodatak liposoma i AZT-otopine u izvorni
gel uzrokovao je blago poviSenje pH formulacija. Iako je nakon 30 dana skladiStenja zabiljezen
statisticki znacajan pad pH svih formulacija, izmjerene vrijednosti i dalje su bile prikladne za
dermalnu primjenu. Vecina formulacija liposomi-u-gelu pokazala je zadovoljavajuéu razinu
stabilnosti tijekom 30-dnevnog skladistenja. Izuzetak je formulacija DL-HG koja je tijekom
skladiStenja toliko primijenila konzistenciju da nije bilo moguce provesti mjerenja nakon 30
dana, $to upucuje na postojanje inkompatibilnosti izmedu DL i kitozanskog gela, koju je

potrebno potvrditi daljnjim ispitivanjima.
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Different types of azithromycin (AZT)-loaded liposomes: conventional liposomes (CL),
deformable liposomes (DL), propylene glycol liposomes (PGL), and cationic liposomes
(CATL) were embedded into a chitosan-based hydrogel to achieve suitable viscosity for topical
application onto the skin. The obtained liposome-in-gel formulations (CL-HG, DL-HG, PGL-
HG, CATL-HG) were rheologically characterized by rotational and oscillatory tests, and their
pH was examined. Although the addition of AZT-liposomes or AZT-solution (control) into
chitosan gel (30%, w/w) caused a slight decrease in gel viscosity, the formulations still retained
viscosity suitable for dermal application and the structure and behavior of viscoelastic solids
(gels). Furthermore, all tested liposome-in-gel formulations showed a linear viscoelastic region
(LVR), indicating that the tested samples could be considered well-dispersed and stable
immediately after preparation. Rheological measurements were repeated after 30 days of
storage at 4 °C, revealing that liposome-in-gel formulations exhibited lower viscosity after
storage compared to the viscosity of formulations immediately after preparation, while
retaining viscoelastic behavior characteristic for gels. Liposomes and AZT-solution embedded
into the chitosan gel caused a slight increase in the pH of the gel. Although a statistically
significant decrease in pH was observed for all formulations after 30 days of storage, the
measured values were still suitable for dermal application. Majority of liposome-in-gel
formulations showed satisfactory stability during the 30-day storage. An exception was the DL-
HG formulation, which underwent such a change in consistency during storage that
measurements after 30 days were not possible, suggesting certain incompatibility between DL

and chitosan gel, which needs to be confirmed by further research.
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