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1.UvOD

1.1. ANATOMSKO-FIZIOLOSKA SVOJSTVA KOZE

Koza je najveci organ tijela i obavlja brojne funkcije vazne za cijeli organizam.
Djeluje kao barijera koja, s jedne strane, sprjecava gubitak vode i elektrolita, a s druge brani
ulazak nepozeljnih i stetnih molekula iz okoline. Koza stiti tijelo od mehanickih, fizikalnih,
kemijskih i mikrobioloskih utjecaja, sudjeluje u regulaciji tjelesne temperature, medijator je
osjeta te mjesto gdje se odvijaju imunoloski procesi i sinteza vitamina D. Zbog sposobnosti da
sudjeluje u izmjeni tvari, njena su svojstva bitna za uc¢inak dermatoterapijskih i kozmetickih
preparata te se zbivanja u organizmu mogu ocitovati na kozi, ali isto tako promjene koze

mogu izazvati cijeli niz poremeéaja u organizmu (Cajkovac, 2000).

Koza je vrlo slozen i heterogen organ koji je graden od dva osnovna sloja; epidermisa
I dermisa koji se razliku po sastavu, debljini i funkciji. Na njenoj se povrsini nalazi tanki
hidrolipidni film koji stiti od gubitka vlage i prodora stranih tvari, osobito mikroorganizama.
Masne tvari u hidrolipidnom sloju potjecu uglavnom iz zlijezda lojnica, a manji dio od
epidermalnih stanica. Hidrofilne tvari potjecu iz zlijezda znojnica te medustani¢nih prostora
(Cajkovac, 2000).

Ispod koze nalazi se potkozno tkivo (subcutis) koje je gradeno uglavnom od masnog
tkiva. Cine ga nakupine masnih stanica koje su uklopljene u mrezu vezivnih stanica. U rahlom
potkoznom tkivu nalaze se krvne i limfne zile, misi¢i, zivci, receptori za pritisak i za duboki
senzibilitet, te korijeni vlasi i dijelovi velikih Zlijezda znojnica (Cajkovac, 2000). Debljina
subkutisa ovisi o spolu, dobi, hormonalnim i zivéanim ¢imbenicima te prehrani. Sluzi kao

toplinski izolator i ublazava mehanicke podrazaje (Igarashi i sur, 2005).
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Slika 1. Grada koze (http://canacopegdl.com/)

Epidermis je oroznjeli plocasti epitel koji se sastoji od pet slojeva — stratum basale,
stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum i stratum corneum. Stratum basale je
temeljni zametni sloj koji se sastoji od jednog reda cilindricnih stanica povezanih s
dezmosomima u bazalnom sloju. Stratum spinosum je nazubljen ili trnasti sloj koji sadrzi 4-8
redova poligonalnih stanica koje su medusobno povezane s dezmosomima. Sadrzi i trnaste
nastavke-tonofibrile koji presijecaju medustani¢ni prostor i tako odrzavaju vezu medu
stanicama. Stratum granulosum je zrnasti sloj koji se sastoji od jednog do dva reda plocastih
stanica koji u citoplazmi sadrze zrnca keratohijalina vaznog u sintezi keratina. Stratum
lucidum je svijetli sloj prisutan samo na dlanovima i tabanima. Stratum corneum je roznati
sloj koze koji se neprestano trosi u obliku sitnog ljustenja, a sastoji se od roznatih stanica koje
nemaju jezgru. Svi slojevi sadrZze keratinocite, stanice koje sudjeluju u stvaranju keratina, a

epidermis joS$ sadrzi i melanocite, Langerhansove te Merkelove stanice (Lipozenci¢, 2008).

Keratinociti su najbrojnije stanice koze. Imaju velike ovalne jezgre i dijele se za
razliku od ostalih stanica. Melanociti su stanice koje stvaraju pigment, ne dijele se (u
usporedbi s keratinocitima) i imaju manje jezgre. Karakteriziraju ih dendriticki nastavci koji
odrzavaju udaljenost prema susjednim stanicama. Pigment koZe melanin nastaje unutar sitnih
organela — melanosoma. Nakon zavrSetka sinteze melanina, melanosomi se putem dendrita

ubrizgavaju u keratinocite koji se zovu melanofore ili kromatofore.
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Merkelove stanice su morfoloski slicne melanocitima, ali ne stvaraju pigment nego sluze kao
receptori dodira i nalaze se u blizini zavrSetaka Ziv€anih vlakana. Langerhansove stanice su
dendriticke, pokretne stanice koje se mogu seliti iz epidermisa u dermis i dio su imunoloskog
sustava (Cajkovac, 2000).

Dermis se nalazi ispod epidermisa i mnogo je deblji od njega. Sadrzi manje stanica i
puno vise vlakana, a njegove su glavne komponente kolagenska i elastinska vlakna. Dermis se
sastoji od 2 sloja: papilarnog i retikularnog. Papilarni sloj je utisnut u epidermis i osim
vezivnog tkiva sadrzi i veliku koli¢inu ziv€anih vlakana, kapilara, vode i stanica (npr.
fibroblaste). Dobro je prokrvljen te sudjeluje u regulaciji tlaka i temeperature. Donji dio
dermisa je retikularni sloj koji za razliku od papilarnog, sadrzi guste i debele slojeve
kolagenskih vlakana, te manje ziv€anih vlakana i kapilara. Dermis osigurava kozi ¢vrstocu i

zilavost (Cajkovac, 2000).

1.2. BAKTERIJSKE INFEKCIJE KOZE

Kolonizacija koze bakterijama vrlo je dinamican proces koji ovisi o uvjetima okolisa.
Dio stalne bakterijske flore koze su Staphylococcus epidermidis, neke vrste roda
Propionibacterium, Corynebacterium i Acinetobacter te one naj¢e$¢e ne uzrokuju bolesti.
Najcesc¢i uzrocnici bakterijskih bolesti su bakterije koje se inace ne razmnoZzavaju i ne rastu na
koZi covjeka pa Cine prolaznu floru. Takve su bakterije na koagulazu pozitivan
Staphylococcus aureus, B-hemoliticki streptokok grupe A i Escherichia coli T-fagotip. Uzrok
bakterijskih gnojnih infekcija moze biti oSteCena i1 vlazna koZa, oteZana perspiracija,
dugotrajna primjena antibiotika, kortikosteroida ili citostatika, AIDS ili losi higijenski uvjeti

(Lipozencic, 2008).

Dermalna mikroflora razlicita je na razlicitim mjestima pa tako razlikujemo 3 razlic¢ita
podrugje koze: (i) pazuh, medica i koza izmedu noznih prstiju (ii) dlanovi, lice i trup te (iii)
ruke i noge. KozZa na djelomi¢no zatvorenim podruc¢jima (npr. koZa izmedu noznih prstiju i
pazuha) sadrzi vece koli¢ine bakterija od ostalih dijelova tijela $to je posljedica vece vlage,
vece tjelesne temperature 1 viSe koncentracije povrsinskih lipida. Broj bakterija na kozi je
relativno konstantan iako je djelomi¢no ovisan o urodenoj i specifi¢noj bakterijskoj aktivnosti
u kozi, a djelomic¢no i o izlozenosti koze u odredenom okolisu, pa tako Gram-negativni bacili

¢esc¢e koloniziraju na podrucju pazuha i koZe noznih prstiju nego na suSim podruc¢jima koze.



Vecina bakterija Zivi na povrSinskim dijelovima roznatog sloja epidermisa i u gornjem
dijelu dlake, ali ima i onih koje se nalaze u dubljim podru¢jima folikula dlake i izvan dosega
obi¢nih postupaka dezinfekcije. Glavni stanovnik koze je S. epidermidis koji u nekim
podru¢jima ¢ini i 90 % aerobne flore. Na kozi stidnice prevladava S. aureus (67%), a nalazi se

I na medici te sluznici nosa (10-40%) (Baron, 1996).

Streptococcus pyogenes je B-hemoliticki streptokok seroloSke skupine A. Spada u
najvaznije uzro¢nike bolesti kod ljudi, a najcesce izaziva klinicke i supklini¢ke infekcije koze
1 gornjeg diSnog sustava (Kaleni¢ 1 sur, 2001). Stafilokoki 1 streptokoki uzrokuju bakterijske
infekcije koze koje karakterizira gnojna upala. Takve se dermatoze nazivaju pioderme, a
dijele se na tri skupine: epidermalne pioderme, pioderme vezane uz folikul dlake i pioderme
zlijezda znojnica (Kansky i sur, 1984).

Od koznih bolesti bitno je spomenuti i tuberkulozu koze te lepru. Tuberkuloza koze
skup je promjena na kozi uzrokovanih bakterijom Mycobacterium tuberculosis, a javlja se
samo na kozi ili uz istodobnu infekciju pluc¢a i bubrega. Pronalaskom tuberkulostatika,
obaveznim cijepljenjem i porastom Zivotnog standard danas se javlja znatno rjede. Lepra je
kroni¢na bolest koja zahvaca uglavnom kozu, periferne Zivce te sluznicu gornjeg diSnog
sustava i usne Supljine, a uzrokuje ju bakterija Mycobacterium leprae. Ucestala je u tropskom

podrugju, osobito u Srednjoj Africi i Aziji, dok se u Europi javlja rijetko (Lipozenc¢i¢, 2008).

Od ostalih bakterija na kozi mozemo nadi anarobne predstavnike roda Corynebacterium te
gram-negativne bacile (E. coli, Klebsiella, Enterobacter) koji se javljaju rjede i to uglavnom u

podrucju pazuha i na kozi izmedu noznih prstiju (Baron, 1996).

Sazeti pregled najces¢ih bakterijskih infecija koZe i njezinih uzrocnika prikazan je

Tablicom 1.

Bakterijske infekcije koze lijeCe se uglavnom sistemskom terapijom s razli¢itim -
laktamima, makrolidima i klindamicinom. Prekomjerna dostupnost antibiotika i njihova
neselektivna upotreba dovele su do pojave rezistencije. Blage, lokalizirane pioderme mogu se
lijeciti topikalnom primjenom mupirocina, dok se tezi oblici lijeCe kloksacilinom i
cefaleksinom. S. aureus pokazuje visoki stupanj otpornosti na p-laktamske antibiotike, a
ponekad i na eritromicin, pa se u tom slucaju koriste klindamicin, kombinacija trimetoprima i

sulfametoksazola. Kod teskih bolnic¢kih infekcija uzrokovanih meticilin-rezistentnim S.



aureusom (MRSA) upotrebljava se kombinacija vankomicina, rifampicina i aminoglikozida
(Palit i Inamadar, 2010).

Tablica 1. Najcesce bakterijske kozne bolesti i njihovi uzrocnici (Kansky i sur., 1984)

Bolesti Uzrocnik

Staphyvlococcus aureus,

Impetigo B-hemolitick: streptokok grupe A
Morbus nitter Staphylococcus aureus
Zvale B-hemolitick: streptokok grupe A
Folikulame pioderme

Stafilokokni folikulitis Staphylococcus aureus

Gram-negativni folikulitis

Klebsiella pneumonie, E coli,
Proteus mirabilis

Propionibacterium acnes folikulitis

Propionibacterium acnes

Duboki folikulitis

Furunkul Staphylococcus aureus

Karbunkul Staphylococcus aureus
Enzipel B-hemolitick: streptokok gupe A
Ektima B-hemoliticks streptokok gupe A
Enizipeloid Erysipelothrix insidiosa
Eritrazma Corynebacterium minutissimum
Antraks Bacillus antracis
Tularemyja Francisella tularensis
Tuberkuloza Mycobacterium tuberculosis
Lepra Mycrobacterium leprae

1.2.1. Bakterijske infekcije rana i opeklina

Opekline su ozljede koze, potkozja, sluznica i dubokih struktura, nastale Stetnim
djelovanjem patogene koli¢ine topline, kemikalija, elektriciteta ili zraenja na povrSinu tijela.
Neposredno nakon ozljede opecena je povrSina sterilna. Kolonizacija mikroorganizmima i
endogena infekcija rane nastupaju nakon 24-48 sati, a nakon toga slijedi infekcija egzogenim
mikroorganizmima. Patoloski slijed lokalne infekcije je bakterijemija, sepsa i viSestruko
otkazivanje organa (eng. multi-organ failure, MOF). Klinicki znakovi infekcije su promjene u
izgledu opeklina, razvoj paraliti¢kog ileusa i promjene svijesti (Lonéar i sur., 2005). Cak i kod
malih opeklina, infekcija je Cesti uzrok sepse i smrtnosti, kao i lokalnih komplikacija.
Osteceni obrambeni sustav domacina i1 nekroza tkiva omogucuju invaziju i rast bakterija.
Pregled uzroc¢nika infekcije opeklina i antibiotika za njihovo lijecenje prikazan je u Tablici 2.
U prvih nekoliko dana uzroc¢nici su streptokoki i stafilokoki, a nakon 5-7 dana Gram-

negativne bakterije (http://www.msd-prirucnici.placebo.hr/msd-prirucnik).
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Tablica 2. Uzrocnici bakterijskih infekcija opeklina i lijecenje (Loncar i sur., 2005)

NAJCESCI UZROCNICI ANTIBIOTIK

GRAM POZITIVNE BAKTERIJE

Staphylococcus aureus -
7 . . Vankomicin

Meticilin rezistentni Staphylococcus Teikoplanin

aureus (MRSA)

Enterococcus faecalis

GRAM NEGATIVNE BAKTERIJE

Pseudomonas aeruginosa Karbapenemi

Acinetobacter baumani Cefalosporini

Klebsiella pneumonia
Enterobacter cloacae

Uzro¢nici infekcije rana su Gram-pozitivni koki S. aureus, S. pyogenes i Gram-
negativni stapi¢ Pseudomonas aeruginosa. Infekcija je uzrokovana mijesovitom mikroflorom,
do tri vrste, uz sinergisticko djelovanje aeroba i anaeroba, pa se za lije¢enje koristi
kombinirana terapija antibiotika. Ovisno o ozbiljnosti rane terapija ukljucuje siroko spektralne
peniciline uz inhibitore B-laktamaza, cefalosporine 1. i 3. generacije i karbapeneme uz

pridruzeni klindamicin i vankomicin (Kucisec-Tepes i Antoli¢, 2014).

1.3. LIPOSOMI

1.3.1. Struktura i svojstva liposoma

Liposomi su vezikule nanometarskih dimenzija gradene od fosfolipidnih molekula

koje u obliku dvosloja okruzuju interni prostor ispunjen vodenom fazom (Pepi¢ i sur., 2012).

Osnovna gradevna jedinica liposoma su fosfolipidi, amfipatske molekule koje su s jedne
strane esterificirane derivatom sfingozina ili glicerola, a s druge kolinom, etanolaminom,
inozitolom ili glicerolom. Fosfolipidi se sastoje od hidrofilne, polarne ,,glave” te hidrofobnog,
nepolarnog ,,repa” gradenog od ugljikovodic¢nih lanaca. U ovojnici liposoma orijentiraju se
tako da su hidrofobni nepolarni dijelovi usmjereni prema unutrasnjosti, a polarne glave prema
vanjskoj strani sferi¢ne lamelarne strukture (Slika 2). Za pripremu liposoma najéesce se
upotrebljava lecitin, smjesa fosfolipida s najve¢im udjelom fosfatidilkolina koji u vodi
poprima planarnu dvoslojnu strukturu da bi se izbjegle nezeljene interakcije izmedu vodene

faze i hidrofobnih repova (Vani¢, 2012a).



Osim fosfolipida ovojnica liposoma sadrzi i kolesterol koji pospjesuje karakteristike
lipidnog dvosloja povecavaju¢i njegovu mikroviskoznost i rigidnost, uz istodobno

smanjivanje propusnosti membrane za molekule topljive u vodi (Banovi¢ i sur., 2011).
FOSfOlipidi Liposonl

hidrofilna glava — ‘ lijek

hidrofobni rep

N\

Slika 2. Grada liposoma (http://www.integratedhealthblog.com/)

Fosfolipidne molekule ovisno o temperaturi postoje u razli¢itim fazama:
visokoorganiziranoj, ¢vrstoj ili gel fazi i fazi tekucih kristala. Temperatura na kojoj se odvija
prijelaz gel faze u fazu tekuéih kristala zove se temperatura faznog prijelaza (T¢), a ovisi 0
duljini i stupnju zasi¢enosti lanaca masnih kiselina u fosfolipidima. Poveéanjem duljine
lanaca masnih kiselina te stupnja njihove zasicenosti raste i temperatura faznog prijelaza.
Kolesterol u malim koli¢inama nema utjecaja, ali ako je njegov udio u membrane 50 mol %
moze prekriti Te. Vazna je 1 fluidnost ili rigidnost koja utjeCe na permeabilnost, fuziju,
agregaciju i vezanje liposoma za proteine plazme, a time i na stabilnost samih liposoma te
njihovo ponasanje u bioloskim sustavima. Sto je T niZa, fluidnost membrane je visa i ona je

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

Ako je u liposomu prisutna ljekovita (djelatna) tvar, ona je ovisno o polarnosti
smjesStena u vodenoj fazi ili u nepolarnom dijelu ovojnice, a ugraduje se bez kemijskog
vezanja na liposome ili prethodne modifikacije. Uspjesnost uklapanja lijeka varira i o fizicko-
kemijskim svojstvima lijeka pa se tako lipofilni lijekovi jako dobro uklapaju, a hidrofilni
slabo. Upravo ta sposobnost zastite lijeka unutar liposoma te sli¢nost s bioloskim
membranama omogucili su da se liposomi danas koriste kao nosaci djelatnih tvari u razli¢itim

terapijskim podruc¢jima. NajceS¢e se primjenjuju intravenski, ali moguca je i intraarterijska,
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supkutana, intramuskularna, oralna, rektalna, vaginalna te topikalna primjena. Liposome iz

krvotoka uklanjaju stanice retikuloendotelnog sustava i to procesom fagocitoze (JalSenjak,

1998).

U klinickim studijama liposomi pokazuju poboljsanu farmakokinetiku i
biodistribuciju, pa time i minimalnu toksi¢nost u ciljnom tkivu, $to im omogucuje primjenu
kod infektivnih oboljenja, u hormonskoj terapiji, onkologiji, genskoj terapiji te dijagnostici
(Chang i Yeh, 2012). Ugradnjom lijeka u liposome smanjuje se metabolizam i inaktivacija
labilnih lijekova u plazmi ili tkivima, produljuje se vrijeme polueliminacije smanjenjem
Klirensa (uklanjanje lijeka iz krvi), a smanjuje distribucija lijeka u zdravo tkivo (Ait-Oudhia i
sur., 2014).

Glavne prednosti liposoma su njihova neimunogenost, biorazgradljivost i fizioloska
prihvatljivost, a nedostatak njihova fizicka i kemijska nestabilnost. Fizicku stabilnost moguce
je povecati oblaganjem liposoma polietilenglikolom. Glavni uzroci kemijske nestabilnosti su
mogucnost okidacije i1 hidrolize fosfolipida. Dodatak antioksidansa sprjecava oksidaciju

fosfolipida, a odrzavanjem pH u podrucju 6-7 sprije¢ava se hidroliza (Pepi¢ i sur, 2012).

1.3.2. Klasifikacija liposoma

Liposomi se mogu klasificirati prema veli¢ini i broju fosfolipidnih dvoslojeva te
prema svojstvima i na¢inu oslobadanja uklopljenog sadrzaja.

Prema wveli¢éini i broju fosfolipidnih dvoslojeva razlikuju se unilamelarni,
multilamelarni, oligolamelarni i multivezikularni liposomi (Slika 3). Unilamelarni sadrze
samo jednu fosfolipidnu ovojnicu, a prema velicini se dijele na: male (eng. small unilamellar
vesicles, SUV), srednje velike (eng. medium sized unilamellar vesicles, MUV), velike (eng.
large unilamellar vesicles, LUV) i veoma velike unilamelarne liposome (eng. giant
unilamellar vesicles, GUV). Multilamelarne liposome (eng. multilamellar vesicles, MLV)
karakterizira veliki broj koncentri¢nih fosfolipidnih dvoslojeva, dok oligomerni (eng.
oligolamellar vesicles, OLV) sadrze nekoliko koncentri¢nih fosfolipidnih dvoslojeva izmedu
kojih su vodeni prostori. Multivezikularni liposomi (eng. multivesicular liposomes, MLV)
gradeni su 0d nekoncentri¢no poloZenih fosfolipidnih dvoslojeva pri ¢emu formiraju strukture

nalik na pjenu (Vani¢, 2012a).
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Slika 3. Podjela liposoma prema velicini i broju fosfolipidnih dvoslojeva

(http://pubs.rsc.org/)

Fizikalno-kemijska svojstva liposoma, odnosno lipidni sastav utjeCe na
farmakokineticke parametre uklopljenog lijeka kao S$to su vrijeme polueliminacije,
biodistribucija, propusnost membrane i brzina oslobadanja lijaka. Biodistribucija se isto tako
moZe mijenjati modifikacijom vanjske povrSine liposoma. S obzirom na povrSinska svojstva
liposomi se mogu podijeliti u skupine konvencionalnih, stericki stabiliziranih, polimorfnih

liposoma i imunoliposoma (Ait-Oudhia i sur., 2014).

Konvencionalni liposomi su gradeni od fosfolipida s negativnim ili neutralnim
nabojem na povrSini, a karakterizira ih nespecifi¢na reaktivnost prema okruzenju u kojem se
nalaze. Kratkotrajno se zadrzavaju u cirkulaciji i ve¢inom se koriste kao nosaci lijekova u
terapijskim sustavima za lokalnu primjenu. Stericki stabilizirani liposomi imaju za
fosfolipidnu membranu vezane hidrofilne polimere (najcesce polietilenglikol) zbog Cega ih
teze prepoznaju makrofagi i stanice retikuloendotelnog sustava. U odnosu na konvencionalne,
steri¢ki stabilizirani liposomi su inertni u okruzenju u kojem se nalaze i dugo se zadrzavaju u
cirkulaciji sto je preduvjet za isporuku lijeka na zeljeno mjesto djelovanja (Vani¢, 2012a).
Imunoliposomi su zapravo konvencionalni ili stericki stabilizirani liposomi koji na ovojnici
imaju vezana specifi¢na antitijela koja prepoznaju odgovarajuée stanice $to im omogucuje
vezanje za ciljane/specifi¢ne antigene na stanicama. Najcesce se koriste IgG imunoglobulini i

njihovi fragmenti (Agarwal i sur, 2014).


http://pubs.rsc.org/

Polimorfni liposomi su novija generacija liposoma kod kojih je iskoristeno svojstvo
lipidnog polimorfizma, pa tako razli€iti podrazaji iz okoline u kojoj se liposomi nalaze,
uzrokuju promjene molekulskog oblika fosfolipida tj. destabilizaciju ovojnice i oslobadanje
lijeka na Zeljenom mijestu djelovanja. Dijele se na pH-osjetljive, temperaturno osjetljive i

kationske liposome (Vani¢, 2012a).

pH-osjetljivi liposomi kod pada pH u endosomima stanica podlijezu agregaciji, fuziji i
destabilizaciji, te oslobadaju uklopljeni sadrzaj u citoplazmu prije kontakta endosoma s
lizosomom. Temperaturno osjetljivi liposomi oslobadaju sadrzaj kod porasta temperature, dok
kationski liposomi u interakciji s nukleinskim kiselinama mijenjaju svoju strukturu i nastaju
lipid-DNA kompleksi koji fuzijom s plazmatskom membranom ulaze u stanicu (Vanic,
2012a).

Konvencionalni liposomi

Stericki
y : stabilizirani
Polimorfni liposomi
liposomi

Imunoliposomi

Slika 4. Klasifikacija liposoma prema strukturnim svojstvima i nacinu oslobadanja

uklopljenog sadrzaja (Ait-Oudhia i sur., 2014)
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1.3.3. Deformabilni liposomi

Deformabilni ili elasti¢ni liposomi su fosfolipidne vezikule koje su karakterizirane
prisutno$¢u rubnog aktivatora u fosfolipidnom dvosloju. Rubni aktivator je jednolancani
surfaktant koji se interkalira u fosfolipidni dvosloj ¢ime se smanjuje stabilnost dvosloja
liposoma i naruSava njegova CvrstoCa, a povecava deformabilnost (elastiCnost) ovojnice.
Upravo zbog takve elasti¢ne stukture i naruSene strukture membrane ovi liposomi imaju
sposobnost prolaska kroz pore manje od njihovog promjera. Kao rubni aktivatori koriste se
povrsinski aktivne tvari poput natrijevog kolata, natrijevog deoksikolata, Span 60, Span 80 i
Tween 80 (Hussain i sur., 2017).

Deformabilni liposomi omogucuju isporuku veée koli¢ine lijeka dublje u kozu od
konvencionalnih liposoma, a Zeljena se elasti¢nost ovojnice postize mijenjanjem omjera
fosfolipida i surfaktanta. Ako je koli¢ina rubnog aktivatora premala vezikule su krute, dok u
prevelikoj koli¢ini dolazi do transformacije lipidnih vezikula u micele (Banovi¢ i sur., 2011).
Budu¢i da su deformabilni liposomi gradeni od hidrofilnih i hidrofobnih dijelova mogu
primiti molekule lijeka sa Sirokim rasponom topljivosti, a uz to su i biokompatibilni i
biorazgradivi. Takoder stite uklopljeni lijek od nepovoljnih utjecaja iz okruzenja u kojem se
nalaze, djeluju kao depo i mogu usporiti oslobadanje lijeka, pa su upravo zbog toga ¢esto
koristeni kao nosaCi za proteine, citostatike, antifungalne lijekove, inzulin, analgetike,
antibiotike, kortikosteroide itd. Glavni nedostatak im je sklonost oksidaciji i visoka cijena
(Rajan, 2011; Dastagiri Reddy, 2015; Ferreira i sur., 2015).

s 7 Deformabilni

liposomi \ L y Ii .
l' posomi
l | ’ l . l |_ Stratum corneum
|' k deformaclja
I -
Pore /
L

—_ Konvencionalni

l
—y

v T vraéanje u prvobitni

oblik

Slika 5. Prolazak deformabilnih liposoma u kozu (Premchandani, 2015)
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1.4. METODE PRIPRAVE LIPOSOMA

Metode priprave liposoma su mnogobrojne, a njihov odabir ovisi o fizikalno-
kemijskim svojstvima lijeka, ciljanoj veli¢ini i tipu liposoma, te ekonomskim parametrima,
bududi da su odredene metode tehnoloski izrazito zahtjevne $to u konaénosti znacajno podize
cijenu gotove liposomske formulacije (Bozzuto i sur., 2015). Odabirom odgovaraju¢e metode
moguce je pripremiti liposome odredene velic¢ine, lamelarnosti 1 sadrzaja uklopljenog lijeka.
Vazno je voditi racuna i o vrsti fosfolipida te organskim otapalima za otapanje lipidnih
komponenti. Optimalna metoda bila bi ona koja je jednostavna i reproducibilna, omogucéuje
pripremu liposoma visoke uspjesnosti uklapanja lijeka, a da je pritom izbjegnuta upotreba

Stetnih organskih otapala.

Odabir fosfolipida ovisi o putu primjene liposoma. NajéeSée se za liposome
namijenjene topikalnoj primjeni koriste nezasic¢eni fosfolipidi: fosfatidilkolin (lecitin) iz soje i
Zzumanjka jajeta, te zasi¢eni hidrogenirani fosfolipidi, dok se sintetski fosfolipidi visoke T,
koriste u izradi liposoma namijenjenih parenteraloj primjeni. Ako se Zeli posti¢i negativan
naboj na povrsini dodaju se negativno nabijeni lipidi (5-10%) poput fosfatidilglicerola u
fosfolipidni dvosloj liposoma. Pozitivan naboj na povrsini liposoma postize se dodatkom
kationskih lipida, npr. stearilamina, dok se c¢vrstoca dvoslojeva povecava dodatkom
kolesterola (Vanic¢, 2012D).

Metode priprave liposoma ukljucuju tri do Cetiri osnovne faze: uklanjanje organskog
otapala u kojem su otopljeni fosfolipidi, dispergiranje fosfolipida u vodenom mediju,
homogenizaciju nastale suspenzije te analizu kona¢nog produkta. S obzirom na nacin
dispergiranja fosfolipida razlikujemo postupke fizickog dispergiranja, dvofaznog

dispergiranja i solubilizacije pomocu detergensa (Vanic, 2012Db).

U ovom radu liposomi su pripremljeni metodom hidratacije fosfolipidnog sloja, tzv.

film metodom koja se ubraja u metode priprave liposoma fizickim dispergiranjem fosfolipida.
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1.4.1. Metoda hidratacije suhog fosfolipidnog sloja (tzv. film metoda)

Film metoda najces¢i je postupak pripreme liposoma u laboratorijskim uvjetima, a
ukljucuje otapanje lipida u organskom otapalu, uparavanje otapala i dispergiranje dobivenog
lipidnog filma u vodenom mediju pri ¢emu dolazi do spontanog formiranja velikih
multilamelarnih liposoma (Bozzuto i sur., 2015). Ako se za pripremu upotrebljavaju samo
neutralni fosfolipidi dobivaju se liposomi s gusto pakiranim dvoslojevima i s vrlo malim
vodenim odjeljcima, dok se dodatkom negativno nabijenih fosfolipida poveéavaju vodeni
odjeljci $to je bitno za uklapanje hidrofilnih lijekova. Buduci da su pripremljeni MLV-i
poprilicno veliki, heterogeni i imaju visok indeks polidisperznosti potrebna je daljnja obrada

(homogenizacija).

Homogenizacija se provodi ekstruzijom kroz polikarbonske membrane odredenih
veli¢ina pora ili soniciranjem pomoc¢u ultrazvuéne sonde pri ¢emu nastaju homogene
preparacije oligolamelarnih i unilamelarnih liposoma. U tom procesu moze do¢i i do gubitka

pocetno uklopljenog hidrofilnog lijeka (Vani¢, 2012b).

Lipidi i hidrofobni
lijek u organskom
otapalu

Hidrofilni lijek
u vodenoj fazi

Rotirajuéi vakuum uparivaé Suhi lipidni film Hidratacija

( . Soniciranje Centrifuza d
f/ Ekstruzija © Dijaliza =
P Homogenizacija © Ultrafiltracija
\ Mikrofluidizacija © Kolonska kromatografija
o —> O o —> =
Snazmno protresivanje Redukcija velicine Prociscavanje Konaéna preparacija

i mijesanje Multilamelarni liposomi Unilamelarni liposomi liposoma

Slika 6. Shematski prikaz priprave liposoma film metodom (Lopes i sur., 2013)
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1.4.2. Soniciranje

Soniciranjem suspenzija multilamelarnih liposoma mogu se pripremiti unilamelarni ili
oligolamelarni liposomi. Postupak se provodi u ultrazvuénoj kupelji ili primjenom
ultrazvucne sonde. Tijekom procesa moze doc¢i do razgradnje fosfolipida zbog visoke energije
U sustavu i moguénosti pregrijavanja, pa se postupak provodi u posudi s ledom. Pri
soniciranju dolazi do otpustanja Cestica titana iz sonde i potrebno ih je ukloniti naknadnim
centrifugiranjem uzorka. Za pripravke manjih koncentracija fosfolipida preporuca se upotreba
ultrazvucnih kupelji ¢ime je izbjegnuto otpustanje titana u pripravak, a zbog moguénosti
termostatiranja izbjegnuto je i pregrijavanje uzorka. Nedostatak je $to se zbog manje snage
valova nego u sustavima sa sondom ne mogu dobiti homogene disperzije SUV-a (Vanic,
2012Db).

1.5. LIPOSOMI ZA (TRANS)DERMALNU PRIMJENU LIJEKOVA

Lijekovi koji se primjenjuju na kozi dijele se u dvije skupine — na lijekove koji
ostvaruju lokalni ucinak i na one kojima se postize sistemski ucinak. Lokalni u¢inak
podrazumijeva djelovanje na povrsini koze tj. u stratum corneumu, epidermisu i dermisu.
(Ueda i sur., 2009). Voda i u vodi topljive tvari teSko prodiru u kozu, dok tvari topljive u
lipidima lakse. Najlakse penetriraju male amfipatske molekule i plinovi te organska otapala
poput kloroforma, etera i etanola (Cajkovac, 2005).

Transdermalna primjena podrazumijeva apsorpciju lijekova kroz koZu i postizanje
ucinka na mjestu udaljenom od mjesta primjene. Ovakva primjena lijekova ima brojne
prednosti pred oralnim putem primjene: na nju ne utjece razli¢it pH, prisutnost hrane ni
motilitet crijeva, izbjegnut je prvi prolazak kroz jetru, a time i metabolicka razgradnja.
Primjena je jednostavna i prihvatljiva pacijentu, a oslobadanje lijeka kontinuirano i
kontrolirano. Nedostatak transdermalne primjene je slaba permeabilnost veéine lijekova kroz
roznati sloj koze, pa se zbog toga istrazuju novi pristupi dostave lijekova, nanonosaci poput
liposoma koji zbog svojih svojstava i sastava olaksavaju transport uklopljenih djelatnih tvari.
Terapijski ucinak liposomskih pripravaka ovisi o interakciji liposoma sa stanicama koze,
fosfolipidnom sastavu i termodinami¢kom stanju dvosloja, metodi pripreme vezikula te udjelu
kolesterola. Bolji unos lijeka postignut je koriStenjem lipida koze i smanjenjem udjela
kolesterola u fosfolipidnom dvosloju, ¢ime je povecana njegova fluidnost (Banovié¢ i sur.,

2011).
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U¢inkovitost (trans)dermalne primjene lijeka ovisi o odabiru odgovarajuéeg lijeka, ali
I svojstvima nosaca. Liposomi utjeCu na farmakokineticka svojstva uklopljenog lijeka
kontroliranjem njegovog osobadanja, utjeCu na penetraciju kroz roznati sloj i permeaciju u
kozu, pa je tako konacan terapijski ucinak rezultat interakcija izmedu koze, liposoma i lijeka
(Palac i sur., 2014).

Konvencionalni liposomi nisu se pokazali dobrim nosac¢ima lijekova za transdermalnu
primjenu jer ne prodiru u dublje slojeve koze, ve¢ se zadrzavaju u roznatom sloju.
Deformabilni liposomi prodiru u dublje slojeve koze pri ¢emu je ucinak bio slican onome
postignutom supkutanom primjenom lijekova. Zanimljivo je spomenuti da se istrazuje
mogucnost njihove transdermalne primjene u genskoj terapiji i imunizaciji (Banovi¢ i sur.,
2011).

1.6. IN VITRO ISPITIVANJE OSLOBADANJA LIJEKA PRIMJENOM FRANZ-
DIFUZIJSKE CELIJE

In vitro ispitivanje oslobadanja lijeka jedno je od temeljnih ispitivanja koje se provodi
u razvoju novih formulacija i kontroli kvalitete postoje¢ih farmaceutskih oblika (Shiow-Fern i
sur., 2010). Isptivanje se najéesc¢e provodi koristenjem Franz-difuzijske celije (Slika 7) koja
se sastoji od receptorskog i donorskog odjeljka izmedu kojih je polupropusna membrana.
Ispitivani uzorak nanosi se na inertnu, polupropusnu membranu, koja odvaja uzorak od
receptorskog medija. Ispitivana tvar mora biti dobro topljiva u receptorskom mediju, a sve
ostale sastavnice netopljive. Tijekom postavljanja membrane treba paziti da membrana dobro
prianja uz receptorski medij kako se ne bi pojavili mjehuri¢i zraka na donjoj strani membrane
koji sprije¢avaju kontakt s receptorskim medijem. Najcesce se koriste sinteticke membrane od
mijesanih estera celuloznog acetata i nitrata te one od polisulfona i politetrafluoretilena. U
odredenim vremenskim razmacima 0d postavljanja ispitivanog uzorka u donorski odjeljak
uzimaju se uzorci receptorskog medija, te se neposredno nakon uzorkovanja receptorski
odjeljak nadopunjuje ekvivalentnim volumenom svjezeg termostatiranog receptorskog
medija. Receptorski medij mora imati fizioloski pH te temperaturu 34-37 °C, kako bi se na
povrsini membrani postigla temperatura od 32+1°C koja odgovara temperaturi povrsine koze. Na
taj se nacin oponaSaju in vivo uvjeti. Receptorski medij za lipofilne lijekove je obi¢no vodeni
medij (pufer) uz dodatak tvari za povecanje topljivosti (npr. etanola, surfaktanata), dok se za

hidrofilne lijekove koriste samo puferi. Ova se metoda koristi za ispitivanje oslobadanja djelatne
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tvari iz formulacija namijenjenih primjeni na kozu, ali i ostalim putevima primjene (vaginalna,

rektalna, bukalna, nazalna itd.) (Kanfer i sur., 2017).
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termostatiranom vodom™~———"

Slika 7. Franz difuzijska ¢elija (http://www.particlesciences.com)

1.6.1. Odredivanje koncentracije lijeka u uzorku

Nakon zavrSetka ispitivanja oslobadanja lijeka potrebno je kvantitativno odrediti
koli¢inu lijeka prisutnog u sakupljenim uzorcima. Najces¢e metode za kvantifikaciju lijeka su
UV/Vis spektrofotometrija i tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC, high
performance liquid chromatography). Zavisno od djelatne tvari koja se odreduje mogu se koristiti
imunoloske i spektrofluorimetrijske metode.

Kromatografija je fizikalna metoda separacije u kojoj se sastavnice raspodjeljuju
izmedu dviju faza, pokretne i nepokretne. Ukljucuje adsorpciju supstancija na nepokretnu
fazu, odjeljivanje protokom pokretne faze, sakupljanje odvojenih supstancija te kvalitativnu i
kvantitativnu analizu. Kromatografija se temelji na pojavama adsorpcije, razdjeljenja, ionske
izmjene i iskljuéenja koje omogucuju odjeljivanje sastojaka u smjesi.

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti je Vvisoko efikasna razdjelna
kromatografija koja se koristi za razdvajanje komponenti iz smjese na osnovi kemijskih
interakcija izmedu tvari koja se analizira i stacionarne faze u stupcu (Luterotti, 2011).

HPLC uredaj (Slika 8) sastoji se od rezervoara za otapala pokretne faze, sustava za
obradu otapala koji uklanja otopljene plinove, komore za mijeSanje otapala, crpke, sustava za
unosenje uzorka, predkolone koja sluzi kao zastita od oneciS¢enja u uzorku, kolone za
odjeljivanje i1 detektora koji daje analiticki zapis. Najvazniji dijelovi su kolona i detektor.
Kolona je cijev izradena od nehrdajuceg Celika punjena Cesticama stacionarne faze. Koristenje

ispravne duljine kolone i vrste stacionarne faze u kombinaciji s odgovaraju¢om mobilnom
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fazom omogucuje ucinkovito razdvajanje sastavnica uzoraka. ldealni detektor osjetljiv je na
niske koncetracije nekog analita, osigurava linearan odgovor, ne uzrokuje Sirenje pikova, nije
osjetljiv na promjenu temperature i sastav mobilne faze. Najéesc¢e se koriste UV/Vis detektor ,
detektor indeksa loma, fluorescencijski i maseni detektor. Vrlo su dobri i detektori s diodnim
nizom (HPLC-DAD sustavi) koji omogucuju snimanje cijelog UV spektra svakog pika u
kromatogramu ( Luterotti, 2011; Kupiec, 2004).

SUSTAV ZA OBRADU

PUMPA PODATAKA

KOLONA

INJEKTOR DETEKTOR

SPREMNIK ZA SPREMNIK ZA OTPAD
MOBILNU FAZU

Slika 8. Shematski prikaz HPLC instrumenta
(https://imwww.pharmaguideline.com/2013/07/principle-of-hplc-liquid-chromatography.html)

HPLC je tocna i precizna metoda koja se koristi za kvantitativnu analizu
farmaceutskih tvari i gotovih proizvoda, pracenje stabilnosti Cistih ljekovitih tvari i dozirnih
oblika, odjeljivanje i odredivanje polarnih i nepolarnih spojeva, lipida, steroida, Secera i
lipofilnih vitamina. Vazna je i primjena HPLC-a u ispitivanjima hrane, zraka i otpadnih

tekucina na prisutstvo Stetnih supstancija npr. pesticida (Luterotti, 2011).
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1.7. AZITROMICIN

Azitromicin je polusintetski makrolidni antibiotik iz skupine azalida. Bijeli je amorfni
prah, gorkog okusa i bez mirisa, slabo topljiv u vodi . Nastao je transformacijom eritromicina
A uvodenjem dusSika u 14-eroclani prsten te naknadnom metilacijom uvedenog dusika.
Kemijsko ime azitromicina je 9-deoksi-9a-aza-9a-metil-9a-homoeritromicin A, a molekulska
masa 749,0. Mehanizam djelovanja temelji se na supresiji sinteze bakterijskih proteina
vezanjem na 50S podjedinicu ribosoma i inhibiciji translokacije peptida. Azitromicin se veze

na isti receptor kao i eritomicin, ali s ve¢im afinitetom vezanja (Zorc i Butula, 1995).

Slika 9. Struktura azitromicina (http://www.pharmacy-and-

drugs.com/reviews/Azithromycin.html)

Farmakokinetiku azitromicina karakterizira niska koncentracija u plazmi, a visoka i
trajna koncentracija u tkivima. Apsorpcija iz gastrointestinalnog trakta nakon peroralne
primjene je brza, ali nepotpuna, pa biolozivost iznosi 35-52%. Maksimalna koncentracija u
plazmi postize se za oko 2 sata nakon peroralne primjene. Hrana ne utjece na sveokupnu
apsorpciju azitromicina, no istovremeno uzimanje hrane i lijeka povisuje vrsnu koncentraciju
I do 40%. Azitromicin se raspodjeljuje u gotovo sva tkiva i tjelesne tekucine, a zbog
bazi¢nosti nakuplja se intracelularno, u kiselom mediju lizosoma. Kako raste kiselost
pojedinih stani¢nih prostora tako je koncentracija azitromicina visa te dolazi do ,,ion trapping*

fenomena s kona¢no najvisom koncentracijom u lizosomima (Franceti¢, 2008).
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Za klinicki uc¢inak najvaznija je koncentracija u fagocitima ukljucujuci
polimorfonukleare, monocite, makrofage i fibroblaste. Pri kontaktu fagocita i uzroc¢nika
infekcije dolazi do ubrzanog otpustanja azitromicina iz fagocita, dok fibroblasti sluze kao
rezervoar iz kojeg se aziromicin otpusta postupno i transportira fagocitima na mjesto upale.
Kao posljedica brze tkivne raspodjele i intracelularne kumulacije, koncentracija u pojedinim
tkivima je 10-100 puta visa nego u plazmi (Slika 10). Za razliku od makrolida, azitromicin ne
inhibira niti stimulira citokrom P-450 i ne stupa u ineteracije s lijekovima Kkoji se
metaboliziraju pomocu citokroma. Poznato je 10 metabolita koji nastaju N-demetilacijom, O-
demetilacijom i hidrolizom azitromicina, ali niti jedan od njih nema antibakterijski ucinak.
Azitromicin se metabolizira uglavnom nepromijenjen stolicom, a tek 10% mokrac¢om S§to

omogucuje primjenu i kod renalne insuficijencije (Franceti¢, 2008).

Nakon standardne 3-dnevne primjene
(500 mg na dan)

Serumska koncentracija

Koncentracija (mg/L ili mg/kg)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Slika 10. Serumske i tkivne koncentracije azitromicina nakon trodnevne primjene
(Franceti¢, 2008)

Azitromicin je indiciran za lijecenje infekcija gornjeg diSnog sustava (faringitis i
sinusitis), infekcije donjih disnih puteva (akutni, kroni¢ni bronhitis i izvanbolnicki steCena
pneumonija) te infekcija koze i potkoznih tkiva (erizipel, impetigo, pioderme). Koristi se i
kod spolno prenosivin bolesti uzrokovanih Chlamydiom trachomatis, uropatogenim
mikoplazmama i N. gonorrhoeae (jednokratna doza od 1g) te kod ulkusne bolesti i atipi¢nih

mikobakterioza u HIV-pozitivnih bolesnika.
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Azitromicin se vrlo sporo eliminira iz organizma (t;,=70 h) zbog Cega je primjena
skracena na 3 dana po 500 mg/dan, a pritom se postize terapijski u¢inak kao kod primjene

penicilina tijekom 10 dana (www.halmed.hr; Franceti¢, 2015).
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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Azitromicin je na hrvatskom trzistu dostupan u ljekovitim oblicima za oralnu (filmom
oblozene tablete, kapsule i prasak za oralnu suspenziju), intravensku (koncentrat za otopinu za
infuziju) i oftalmic¢ku primjenu (kapi za oko) (Franceti¢ i sur., 2015), dok registrirani oblik za
lokalnu primjenu na kozu za sada ne postoji.

Cilj ovog rada bio je pripraviti polucvrsti topikalni pripravak azitromicina namijenjen
lokalnoj primjeni baziran na koristenju liposoma i kitozanskog gela. Azitromicin je uklopljen
u deformabilne i konvencionalne liposome pripremljene film metodom koji su potom
umijesavani u kitozanski gel. Provedena je karakterizacija liposoma bazirana na mjerenju
srednjeg promjera liposoma, indeksa polidisperznosti i zeta potencijala. In vitro oslobadanje
lijeka iz liposomskih gelova i kontrolnog gela (otopina azitromicina u kitozanskom gelu)
ispitano je primjenom Franz-difuzijske celije.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. MATERIJALI

Instrumenti i pribor:

celuloza-acetatne membrane 0,2 um (Sartorius, Goettingen, Njemacka)

ekstruder (LiposoFast, Avestin, Kanada)

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

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

Franz difuzijska ¢elija (Sartorius, Goettingen, Njemacka)

HPLC instrument (Shimadzu LC-10AD, Kyoto, Japan)

kolona za HPLC (Kinetex, Phenomenex, SAD)

opticki mikroskop (Olympus BH2, Olympus optical Co. Ltd, Tokio, Japan)
polikarbonatne membrane veli¢ine pora 400 nm 1 100 nm (LiposoFast, Avestin,
Kanada)

pH metar (Mettler-Toledo, Greifensee, Svicarska)

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

ultracentrifuga (Beckman Optima LE-80K Ultracentrifuge, Beckman Coulter Inc.,
Fullerton, SAD)

Zetasizer 3000HS (Malvern Instruments, Malvern, Velika Britanija)

Kemikalije:

%

%

%

acetonitril (Avantor Performance Materials B.V., Deventer, Nizozemska)
apsolutni etanol i metanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

azitromicin (PLIVA Hrvatska Ltd., Zagreb, Hrvatska)

fosfatni pufer 0,01 M, pH 7,5

glicerol (T.T.T.d.0.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

kitozan, high molecular weight, HMW (Fluka, SAD)

ledena octena kiselina (Alkaloid, Skopje)
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* LIPOID S 75, sojin lecitin sa 75% fosfatidilkolina (Lipoid GmbH, Ludwigshafen,
Njemacka)

* natrijev deoksikolat (Sigma-Aldrich Company, St. Louis, MO)

* trietanolamin 50% (w/w) (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

* 10 mM otopina NaCl

Fosfatni pufer (0,01 M) pripremljen je otapanjem 1,3609 g KH,PO, (Kemika, Zagreb,
Hrvatska) u destiliranoj vodi, u tikvici od 1000 ml. pH otopine podesen je na 7,5 pazljivom
titracijom s 10M KOH (Kemika, Zagreb, Hrvatska).

Octena kiselina koncentracije 2,5% pripremljena je mijeSanjem 12,5 ml ledene octene kiseline
s destiliranom vodom u tikvici od 500 ml.

Otopina NaCl (10 mM), pripremljena otapanjem 0,5844 g NaCl u 1000 ml demineralizirane

vode.

3.2. METODE
3.2.1. Priprava kitozanskog hidrogela

Kitozanski hidrogel je pripremljen dispergiranjem 0,15 g kitozana visoke molekulske
mase (high molecular weight, HMW) u 4,425 g 2,5% octene kiseline uz neprestano mijesanje
staklenim Stapi¢em kako bi se pospjeSilo otapanje kitozana te je dodano 4,425 g
demineralizirane vode i 1 g glicerola. Konacna koncentracija kitozana u gelu iznosila je 1,5%.
Nakon dodatka svih sastojaka gel je 30 min soniciran, a zatim jos 30 min degaziran u
ultrazvucnoj kupelji te ostavljen poklopljen parafilmom na sobnoj temperaturi tijekom 20 sati
kako bi u potpunosti izbubrio. Idu¢eg dana podesen je pH gela na 5,5-6 dodatkom

trietanolamina uz intenzivno mijesanje.
3.2.2. Priprava liposoma

Konvencionalni i deformabilni liposomi pripremljeni su metodom hidratacije suhog
fosfolipidnog sloja tzv. film metodom. Odgovaraju¢e mase lipida i azitromicina (Tablica 3)
odvagane su u tikvicu s okruglim dnom te je dodan koncentrirani etanol u koli¢ini potrebnoj
da se krutine potpuno otope (3-4 ml). Tikvica je prikljucena na rotiraju¢i vakuum uparivac,
¢ija je vodena kupelj termostatirana na 40 °C te je postepenim snizenjem tlaka uklonjeno

otapalo (etanol) pri ¢emu je nastao tanki, suhi fosfolipidni film. Hidratacija je provedena
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dodatkom 5 ml fosfatnog pufera (pH 7,5) uz snazno protresivanje (mijesanje) pri ¢emu je

doslo do spontanog stvaranja multilamelarnih liposoma.

Tablica 3. Sastav liposomskih disperzija s uklopljenim azitromicinom

Liposomska SPC SDCh AZI Pufer, pH
preparacija (mg) | (mg) | (mg) | 7,5(ml)
Konvencionalni 100 15 5
liposomi (CL)
Deformabilni 85 15 15 5
liposomi (DL)

AZl-azitromicin; SDCh-natrijev deoksikolat; SPC- sojin fosfatidilkolin

Homogenizacija nastalih heterogenih preparacija multilamelarnih liposoma s
azitromicinom provodena je ekstrudiranjem (Slika 11) tri puta kroz polikarbonsku membranu
veli¢ine pora 400 nm, a zatim jo§ tri puta kroz membranu veli¢ine pora 200 nm. Na taj se
nacin od multilamelarnih liposoma dobivaju manji oligolamelarni i unilamelarni liposomi, a

pritom se smanjuje i indeks polidisperznosti.

Utor za
O-prsten

Teflonske
mrefice

D—irstenj \ D.plsten

| JO |

Unutarnji podupirag Unutarnji podupirac Driaf matice
memhbrane Polikarbonatna membrane
membrana

Teflonski leiaj

| il

Vanjsko kucitte
ekstrudera

Slika 11. Shematski prikaz ekstrudera (www.funakoshi.co.jp )
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3.2.3. Odredivanje srednjeg promjera liposoma i indeksa polidisperznosti

Srednji promjeri i indeksi polidisperznosti liposoma izmjereni su na uredaju Zetasizer
3000HS (Slika 12) metodom fotonske korelacijske spektroskopije (photon correlation
spectroscopy, PCS). Mjerenje je provedeno pod kutem rasprSenja od 90° i pri temperaturi od
25°C. U kivetu za mjerenje veli¢ine Cestica stavljene su dvije kapi uzorka liposoma koje su
potom razrijedene s 1 mM otopinom NaCl. Otopina NaCl prethodno je filtrirana kroz Minisart
filtere veli¢ine pora 0,45 um kako bi se uklonila eventualna oneciS¢enja. Mjerenje velicine
liposoma provedeno je prije i poslije ekstruzije. Izvorni uzorci liposoma (prije ekstruzije) su
takoder pregledani pomocu opti¢kog mikroskopa (Olympus BH-2, Olympus optical Co. Ltd,
Tokio, Japan) pri povecanju 40x te je ustanovljena heterogenost preparacije te sirok raspon

veli¢ina liposoma.

Slika 12. Zetasizer 3000HS ( http://www.chemeng.tsinghua.edu.cn)
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3.2.4. Odredivanje zeta potencijala

Zeta potencijal svih preparacija liposoma odreden je na uredaju Zetasizer 3000HS
PCS metodom. Koristena je proto¢na kiveta s optickim modulatorom ¢ije se radno podrucje
nalazi na 1000 Hz. Da bi se osigurala valjanost mjerenja, instrument je prethodno Kkalibriran
standardom (Zeta Potential Transfer Standard, Malvern Instruments, Malvern, Velika
Britanija) ¢iji zeta potencijal iznosi -42 mV + 4,2 mV.

Uzorci liposoma kojima je mjeren zeta potencijal pripremljeni su razrjedivanjem
nekoliko kapi liposomske suspenzije s adekvatnom koli¢inom 1 mM otopine NaCl. Mjerenja

su provedena pri temperaturi od 25 °C.

3.2.5. Odjeljivanje liposoma s uklopljenim lijekom

Prije uklapanja liposoma u Kkitozanske gelove provedeno je odjeljivanje lijeka
uklopljenog u liposome od neuklopljene frakcije pri ¢emu je koriStena metoda ultracentrifuge.
1 ml liposomske suspenzije razrijeden je dvostrukim volumenom fosfatnog pufera i
ultracentrifugiran 1 sat na 120 000 x g pri 20 °C (Beckman Optima LE-80K Ultracentrifuge,
Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA). Nakon postupka ultracentrifugiranja uklonjen je

supernatant, a zaostali pelet razrijeden na pocetni volumen od 1 ml.

3.2.6. In vitro ispitivanje oslobadanja azitromicina iz liposoma uklopljenih u kitozanski

hidrogel

In vitro ispitivanje oslobadanja azitromicina iz liposoma uklopljenih u kitozanski gel
provedeno je koristenjem Franz-difuzijske celije. Kitozanski hidrogel s lijekom izraden je

vaganjem 1,4 g gela u kojeg je umijesano 0,6 g liposoma.

Na prethodno nakvasenu i termostatiranu celuloza-nitratnu membranu naneseno je oko
1 g prethodno pripremljeng gela s liposomima. Receptorski medij cinila je 5%-tna (v/v)
otopina etanola u 0,01 M fosfatnom puferu (pH=7,5), volumena 16 ml. Tijekom cijelog
eksperimenta medij je mijeSan magnetskim mjesacem (150 rpm). Sustav je termostatiran na
37 °C kako bi temperatura na povrsini membrani bila oko 32 °C kolika je otprilike
temperatura na povrsini koze. Alikvoti od 0,5 ml receptorskog medija uzorkovani su tijekom
prvih 6 sati svakih 30 minuta, a zadnje je uzorkovanje provedeno nakon 24 sata. Nakon

svakog uzorkovanja receptorski medij je nadopunjen s 0,5 ml svjezeg termostatiranog medija.
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3.2.7. Izrada kalibracijskog pravca za azitromicin

Pripremljeno je Sest otopina azitromicina razli¢ite koncentracije (1, 5, 10, 20, 40, 100
pg/ml) u metanolu. Za svaku otopinu je tri puta kromatografski pomo¢u HPLC-a odredena
povrsina ispod krivulje AUC. Kalibracijski pravac (Slika 13) prikazuje ovisnost dobivenih
srednjih vrijednosti AUC (y) o poznatoj koncentraciji azitromicina (x). Linearnost metode
izrazena je koeficijentom koleracije (R? =0,9993). Dobivena je jednadzba kalibracijskog
pravca pomocu koje su na osnovu dobivenih AUC izraunate koncentracije azitromicina koji

se oslobodio u receptorski medij tijekom in vitro ispitivanja.

KALIBRACIJSKI PRAVAC y =1564x+1600.3
R? = 0.9993
70000
.9
60000 '
50000
9 40000
2
< 30000
20000 P
10000 o
0. @
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

konc (pg/mil)

Slika 13. Kalibracijski pravac azitromicina
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3.2.8. Odredivanje sadrzaja azitromicina oslobodenog iz liposoma tijekom in vitro
ispitivanja

Sadrzaj oslobodenog azitromicina odreden je HPLC metodom iz poznate jednadzbe
pravca. Uzorci su prije injektiranja u instrument bili filtrirani kroz filter veli¢ine pora 0,22

um, a sastavnice mobilne faze degazirane kako bi se otklonila moguénost oneciS¢enja i

oStecenja kromatografske kolone.

Zadani parametri kromatofrafske analize bili su:
* mobilna faza: acetonitril i fosfatni pufer (0,01 M, pH=7,5) u omjeru 70:30
(VIv)
*  brzina protoka mobilne faze: 1,2 ml/min
* Kkolona: C18, reverzno fazna
* radna temperatura kolone: 40 °C
* valna duljina detekcije: 210 nm

* vrijeme analize: 15 min

Iz kromatografski dobivenih vrijednosti povr$ina ispod krivulje (AUC) i
kalibracijskog pravca izraCunata je koncentracija azitromicina u svakom uzorku. Koli¢ina
azitromicina u alikvotu uzorka dobivena je mnozenjem koncentracije azitromicina i volumena
uzorka (0,5 ml). Koli¢ina azitromicina u cijelom receptorskom mediju jednaka je umnosku
koncentracije azitromicina u 0,5 ml uzorka i ukupnog volumena receptorskog medija (16 ml).
Nakon toga je izracunata kumulativna koli¢ina oslobodenog azitromicina u receptorskom
mediju (Q). Kumulativni udio (%) oslobodenog azitromicina dobiven je iz omjera
kumulativne koli¢ine (Q) azitromicina u receptorskom mediju i sadrzaja azitromicina u

liposomskim preparacijama.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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4.1. KARAKTERIZACIJA LIPOSOMA
4.1.1. Srednji promjer liposoma i indeks polidisperznosti

Liposomske su preparacije pripremljene film metodom koristenjem postupka opisanog
u poglavlju 3.2.2. te su pregledane optickim mikroskopom. Uocene su heterogene
multilamelarne vezikule velikog srednjeg promjera (>5 pum). Metodom fotonske korelacijske
spektroskopije (PCS) odreden im je srednji promjer i indeks polidisperznosti. PCS metoda je
potvrdila veliki srednji promjer i visok indeks polidisperznosti (1.000) kao $to je bilo i
oCekivano s obzirom na metodu pripreme. Provedena je homogenizacija liposomskih
disperzija pri ¢emu su dobiveni liposomi promjera od 120 do 140 nm i uskog raspona veli¢ina

(malog indeksa polidisperznosti). Rezultati provedenih mjerenja su prikazani Tablicom 4.

Tablica 4. Srednji promjeri i indeksi polidisperznosti liposomskih preparacija

Srednji promjer liposoma (nm) Indeks polidisperznosti

Uzorak

Prije ekstruzije

Nakon ekstruzije*

Prije ekstruzije

Nakon ekstruzije*

Konvencionalni liposomi

626,24 £ 22,5

139,5+0,9

0,679 = 0,040

0,098 + 0,011

Deformabilni liposomi

412,7+ 24,3

1190+ 2,4

0,923 + 0,133

0,179 + 0,017

* liposomske suspenzije ekstrudirane su pomocu ekstrudera tri puta kroz polikarbonatne

membrane velicine pora 400 nm, a zatim jos tri puta kroz membrane velicine pora 100 nm

Iz dobivenih rezultata je vidljivo da je srednji promjer neekstrudiranih deformabilnih
liposoma bio manji (412 nm) od srednjeg promjera konvencionalnih liposoma (626 nm).
Medutim indeks polidisperznosti za deformabilne liposome bio je znacajno ve¢i (0,9) u
usporedbi s konvnecionalnim liposomima (0,6). Ekstruzijom kroz polikarbonatne membrane
znacajno je smanjen promjer oba tipa liposoma kao i indeksi polidisperznosti. Trend manjeg
promjera deformabilnih liposoma u odnosu na konvencionalne liposome, te veceg indeksa
polidisperznosti posljedica je prisutnosti rubnog aktivatora u fosfolipidnom dvosloju

deformabilnih liposoma koji povecava fleksibilnost membrane (Palac i sur., 2014).
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4.1.2. Zeta potencijal

Zeta potencijal pokazatelj je fizicke stabilnosti tekué¢ih disperzija. Ako je njegova
vrijednost niska dolazi do agregacije i flokulacije Cestica, a ako je zeta potencijal jako
pozitivan ili negativan Cestice ¢e se medusobno odbijati i ne¢e do¢i do njihovog spajanja. Kao
razdjelna granica izmedu stabilnih i nestabilnih sustava uzeto je +30 mV ili -30 mV tj.
stabilne su Cestice sa zeta potencijalom pozitivnijim od +30 mV ili negativnijim od -30 mV

(www.malvern.com).

Na vrijednost zeta potencijala ne utjee veli¢ina liposoma, nego samo sastav
fosfolipidnog dvosloja liposoma, pa su mjerenja provedena prije ekstrudiranja. Rezultati su
prikazani u Tablici 5.

Tablica 5. Zeta potencijal liposomskih preparacija (n=5)

Uzorak Zeta potencijal
(mV)
Konvencionalni -43,9+0,7
liposomi
Deformabilni -46,1+0,9
liposomi

Izmjereni zeta potencijali liposomskih preparacija bili su nizi od -30 mV (-43 i -46
mV) te ukazuju na dobru fizicku stabilnost liposomskih disperzija s azitromicinom. Negativni
zeta potencijali posljedica su koristenja sojinog lecitina sa 75% fosfatidilkolina (LIPOID S
75) za pripravu oba tipa liposoma. Valja naglasiti da negativan naboj na povrsini liposoma
povoljno utjece na efikasnost dermalne dostave djelatnih tvari (lijekova) u kozu (Palac i sur.,
2014), te se pretpostavlja da bi ispitivani liposomi, s obzirom na izmjereni zeta potencijal, bili

prikladni za dermalnu primjenu azitromcina.
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4.2. OSLOBADANJE AZITROMICIMA I1Z LIPOSOMA UKLOPLJENIH U
KITOZANSKI GEL

In vitro ispitivanje oslobodanja azitromicina iz liposoma uklopljenih u kitozanski

hidrogel provedeno je koriStenjem Franz-difuzijske celije prema postupku opisanom u

poglavlju 3.2.6. Uzorci su prikupljani tijekom 24 sata, a sadrZzaj azitromicina odreden je

kromatografski HPLC metodom. Pomoc¢u dobivenih povrSina ispod krivulje (AUC) i

jednadzbe kalibracijskog pravca izracunata je koncentracija i kumulativni udio oslobodenog

azitromicina u odredenom vremenu. Ispitivanja su provedena s oba tipa liposomskih gelova te

kontrolnim gelom (otopina azitromcina u gelu). Udio liposoma u gelu iznosio je 30%

(liposomi/gel, w/w). Rezultati provedenih ispitivanja prikazani su Tablicama 6-8 te Slikom

14.

Tablica 6. Oslobadanje azitromicina iz konvencionalnih liposoma u kitozanskom gelu

t (min) ¢ (ug/mLml) A (pg) Q (mg) % SD
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
30 2,73 1,37 43,71 4,15 0,15
60 5,76 2,88 93,48 8,89 0,82
90 9,03 4,51 148,66 14,14 1,30

120 11,71 5,86 196,16 18,71 2,94
150 15,13 7,56 256,61 24,32 0,40
180 16,81 8,41 291,14 27,78 4,78
210 17,97 8,98 318,03 30,19 1,58
240 18,88 9,44 341,60 32,49 3,25
270 19,04 9,52 353,63 33,64 3,48
300 18,76 9,38 358,67 34,22 5,69
330 18,25 9,12 359,86 34,32 5,43
360 17,96 8,98 364,37 34,76 5,76
1440 17,93 8,96 372,87 35,52 4,73

t(h)-vremenski intervali uzorkovanja; c(ug/ml)- koncentracija azitromicina oslobodena u odredenom

vremenskom intervalu, A(ug)-kolicina lijeka u 0,5ml uzorka; Q(ug)-kumulativna kolicina oslobodenog
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lijeka tijekom odredenog vremenskog perioda; %-pOstotak oslobodenog lijeka tijekom odredenog

vremenskog perioda; SD (%)- standardna devijacija . Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3

nezavisna ispitivanja.

Tablica 7. Oslobadanje azitromicina iz deformabilnih liposoma u kitozanskom gelu

t (min) ¢ (ug/ml) A (ug) Q (ng) % SD
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
30 3,47 1,73 55,51 6,40 0,10
60 7,74 3,87 125,65 14,49 1,84
90 11,46 5,73 188,90 21,78 2,27
120 12,75 6,38 215,41 24,84 2,57
150 14,19 7,09 244,75 28,22 2,05
180 16,36 8,18 286,58 33,05 5,17
210 18,57 9,28 330,10 38,06 0,09
240 18,74 9,37 342,05 39,44 0,07
270 18,95 9,47 354,83 40,92 1,21
300 18,16 9,08 351,68 40,55 0,90
330 18,82 9,41 371,34 42,82 0,38
360 18,17 9,09 370,38 42,71 0,79

1440 18,44 9,22 383,75 44,25 0,12

t(h)-vremenski intervali uzorkovanja; c(ug/ml)- koncentracija azitromicina oslobodena u odredenom

vremenskom intervalu, A(ug)-kolicina lijeka u 0,5ml uzorka; Q(ug)-kumulativna kolicina oslobodenog

lijeka tijekom odredenog vremenskog perioda; %-postotak oslobodenog lijeka tijekom odredenog

vremenskog perioda; SD (%)- standardna devijacija . Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3

nezavisna ispitivanja.
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Tablica 8. Oslobadanje azitromicina iz kontrolnog kitozanskog gela (otopina azitromicina u

gelu)
t (min) ¢ (ug/ml) A (ng) Q (Hg) % SD
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
30 19,69 9,84 315,02 30,33 7,40
60 22,49 11,25 369,76 35,98 6,18
90 27,25 13,63 457,12 44,29 8,87
120 28,82 14,41 495,86 48,50 6,62
150 32,57 16,29 570,28 55,45 9,79
180 33,39 16,70 599,69 57,92 12,82
210 32,98 16,49 609,74 59,03 12,17
240 34,13 17,07 644,75 62,71 10,92
270 34,53 17,26 668,08 65,44 8,32
300 35,63 17,82 703,05 69,43 5,04
330 36,17 18,08 729,41 71,85 6,40
360 35,28 17,64 733,36 72,42 5,26
1440 35,00 17,50 746,50 73,64 5,83

t(h)-vremenski intervali uzorkovanja; c(ug/ml)- koncentracija azitromicina oslobodena u odredenom

vremenskom intervalu, A(ug)-kolicina lijeka u 0,5ml uzorka; Q(ug)-kumulativna kolicina oslobodenog
lijeka tijekom odredenog vremenskog perioda; %-postotak oslobodenog lijeka tijekom odredenog
vremenskog perioda; SD (%)- standardna devijacija . Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 3

nezavisna ispitivanja.
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Slika 14. Kumulativni udio azitromicina (%) osloboden iz konventionalnih i deformabilnih
liposoma uklopljenih u 1,5% kitozanski hidrogel (kontrola —otopina azitromicina u gelu; CL-

konvencionalni liposom s azitromicinom; DL- deformabilni liposomi s azitromicinom)

Rezultati provedenih ispitivanja pokazuju da se uklapanjem u liposome usporava oslobadanje
azitromicina iz kitozanskog gela. Tako je primjerice nakon 24 sata iz liposomskih gelova
oslobodeno 35-44% azitromicina u usporedbi sa 74% koliko je oslobodeno iz kontrolnog gela
(otopina azitromicina u kitozanskom gelu). Usporedba dvaju razli¢itih tipova liposoma,
deformabilnih 1 konvencionalnih, pokazuje neSto sporije oslobadanje iz konvencionalnih

liposoma $to je posljedica razli¢itog lipidnog sastava dvosloja. Naime, deformabilni liposomi

propusnijim za uklopljeni lijek (azitromicin) u usporedbi s konvencionalnim liposomima. Kod
oba uzorka liposomskih gelova uo€eno je brze oslobadanje azitromicina u prvih 210 minuta
ispitivanja (3,5 sata) nakon ¢ega dolazi do usporavanja oslobadanja i stvaranja plato-a. Takav
profil mozZe biti pogodan u terapiji jer se time postize brzi pocetak djelovanja formulacije,

nakon Cega se oslobadanje usporava.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih ispitivanja te obradom i analizom dobivenih rezultata moguce je

izvesti sljedece zakljucke:

* konvencionalni i deformabilni liposomi s azitromicinom prikladnih fizickih
svojstava za dermalnu primjenu pripremljeni su film metodom uz naknadnu

ekstruziju

* deformabilni liposomi bili su manjeg srednjeg promjera, ali neSto veceg

indeksa polidisperznosti od konvencionalnih liposoma

* konvencionalni i deformabilni liposomi imali su negativan zeta potencijal (oko

-40 mV) koji ukazuje na formiranje fizicki stabilnih liposomskih disperzija

*  kitozanski gelovi pripremljeni su koriStenjem visokomolekularnog kitozana, a

udio liposoma u gelu iznosio je 30% (w/w)

* pH 1,5 % kitozanskog gela iznosio je izmedu 5.5 1 6, Sto ga Cini prikladnom

podlogom za dermalnu primjenu i uklapanje liposoma
*  uklapanjem liposoma u gel postignuto je produljeno oslobadanje azitromicina

* sastav fosfolipidnog dvosloja liposoma utje¢e na oslobadanje azitromicina iz
gela; sporije oslobadanje je postignuto iz konvencionalnih liposoma dok je
oslobadanje 1z deformabilnih liposoma bilo nesto brze, ali znacajno sporije u

odnosu na kontrolni gel.
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7. SAZETAK

Cilj ovog rada bio je provesti in vitro ispitivanje oslobadanja azitromicina iz
konvencionalnih i deformabilnih liposoma uklopljenih u kitozanski gel, inovativne
formulacije namijenjene lokalnoj primjeni na kozu. Liposomi su pripremljeni metodom
hidratacije suhog fosfolipidnog sloja uz ekstruziju kroz polikarbonatne membrane od 400 i
200 nm, dok je gel izraden iz kitozana velike molekulske mase. Deformabilni liposomi bili su
manjeg srednjeg promjera, ali neSto veceg indeksa polidisperznosti od konvencionalnih
liposoma, §to je posljedica vece elasti¢nosti fosfolipidnih dvoslojeva. Oba tipa liposoma imali
su negativni zeta potencijal kao preduvjet fizicke stabilnosti liposomskih disperzija.
Liposomi, odijeljeni od neuklopljene frakcije azitromicina, umijesani su u 1.5% kitozanski gel
u koncentraciji 30% (w/w). In vitro ispitivanja oslobadanja azitromicina iz liposoma
uklopljenih u kitozanski gel potvrdila su produljeno oslobadanje antibiotika u usporedbi s
kontrolnim gelom (otopina azitromicina u gelu). Usporedba profila oslobadanja antibiotika iz
razli¢itih tipova liposoma-u-gelu pokazala je sporije oslobadanje iz konvencionalnih liposoma
zbog manje propusnosti membrane za ukloljeni azitromicin u odnosu na deformabilne

liposome.
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8. SUMMARY

The aim of this study was to evaluate in vitro release of azithromycin from
conventional and deformable liposomes incorporated into chitosan gel. Liposomes were
prepared by film hydration method and extrusion through polycarbonate membranes of 400
and 200 nm, while the gel was prepared using high molecular weight chitosan. Deformable
liposomes were of smaller size, but somewhat higher polydispersity index than conventional
liposomes. Both types of liposomes had negative zeta potentials as a precondition for physical
stability of liposomal dispersions. Liposomes, separated from unentrapped azithromycin, were
mixed into 1.5% chitosan gel at a concentration of 30% (w/w, liposomes/gel). In vitro
assessment of azithromycin release from the different liposomes incorporated into chitosan
gel have confirmed prolonged release of the drug from the both types of liposomes compared
to control gel (azithromycin solution incorporated in gel). Comparison of the release profiles
of azithromycin from the different types of liposomal gels showed slower release from

conventional liposomes.
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