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1. UvVOD
1.1. Gantrez
1.1.1. Kemijska struktura i svojstva

Gantrez AN su linearni kopolimeri koji se sastoje od naizmjeni¢nih jedinica metil vinil etera
(MVE) i anhidrida maleinske kiseline (MA). Gantrez AN kopolimeri su sipki bijeli prasSci
netopljivi u vodi, ali se lako dispergiraju u vodi pri ¢emu ¢e hidrolizirati u njihov u vodi
topljivi oblik slobodne dikiseline (Gantrez S kopolimeri). Topljivi su u organskim otapalima
kao $to su alkoholi, aldehidi, ketoni, laktami i nizi alifatski esteri. Netopljivi su u alifatskim,
aromatskim i halogeniranim otapalima. Reagirat ¢e s alkoholom, epoksidima, amonijakom,
aminima 1 drugim spojevima koji imaju funkcionalne skupine tipicne za reakciju S

karboksilnim kiselinama (www.ashland.com).

lako anhidridni (AN) prasci nisu izravno upotrebljivi u pripravcima za oralnu njegu, koriste se
kao osnovni polimeri za dobivanje polimernih soli koje se koriste kao bioadhezivi u zubnim
protezama. Kada se Gantrez AN dispergira u vodi, anhidridni postrani¢ni lanac hidrolizira i
nastaju slobodne dikiseline (Gantrez S). Gantrez S kopolimeri (topljivi u vodi) mogu se
koristiti direktno u proizvodima za oralnu higijenu kao nosaci aktivnih supstanci i za
zadrzavanje aktivne supstancije na sluznici. Gantrez MS-955 polimer se sastoji od natrijeve i
kalcijeve soli metil vinil etera i kopolimera anhidrida maleinske kiseline, slabo je topljiv u

vodi (www.stobec.com).

+—+CH—CH—CH—CH——+

L J\/Lo

H,C

Gantrez™ AN

Zbog svoje jedinstvene kemijske strukture i reaktivnosti, Gantrez kopolimeri dobro
funkcioniraju kao: rasprsSivaci fluorescentnog fosfora, mikrokapsule klastera u papiru bez
ugljika 1 lateks sustavima, kompleks koacerevata sa Zelatinom u oblikovanju omotaca

mikrokapsula u papiru bez ugljika, inhibitori kalcifikacije u detergentima za pranje rublja i
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obradu tekstila, stabilizatori tekucih detergenata za pranje, derivati imida za antireflektirajuce
slojeve na silicijskim ploama prije premazivanja fotolakom 1 izloZenosti svjetlosti,

bioadhezivi u vlaznom okruzenju, nosaci aktivne tvari na sluznice (www.ashland.com).

Property AN-119 AN-139 AN-149 AN-169
Color (APHA, 2.5 g in 100 ml acetone) 400 max. 150 max. 200 max. 100 max.
Specific Viscosity
(1% in MEK @ 25°C)* 0.1-05 1.0-15 1.56-25 25-35
% Water 0.75 max. 0.75 max. 0.75 max. 0.75 max.
% Benzene <20 <20 <20 <20
% Active 98 min. 98 min. 98 min. 98 min.
Absolute M w° 216,000 1,080,000 1,250,000 1,980,000
Polydispersity (M n/M w) 2.71 347 258 2.08
Tg (°C) 152 151 153 154
Refractive Index @ 25°C -
5% Solids, 7.=598 nm 1.3417 1.3408 1.3409 1.3411
Specific Gravity @ 25°C -
5% Solids 1.018 1.016 1.017 1.017
Bulk Density
(Ibs./cu. ) 21.2 209 21.8 20.0
Brookfield Viscosity, cps®5 % / 10% solids | 15/35 40/145 45/360 85/1400
Acid Number
(mg KOH / g sample) 695 696 695 695

@ Cannon Fenske, Tube Size 100 PSEC/LALLS °© RWT, Spindle 3, 20 rpm, 22-23°C

Slika 1: Svojstva pojedinih oblika Gantrez AN polimera (preuzeto iz: www.ashland.com)

Polimerne nanocestice trenutno se istrazuju kao napredni sustavi za dostavu lijeka. Ti sustavi
imaju niz prednosti u odnosu na dosadasnje tradicionalne oblike dostave lijeka kao §to je
ciljano djelovanje te posljedi¢no smanjenje nuspojava lijekova (Beck i sur., 2006). Sudbina
nanocestica u organizmu ovisi o njihovim fizickim karakteristikama kao $to su veli¢ina,
polidisperznost, zeta potencijal 1 karakteristike povrSine nanocestica (Prabu 1 sur., 2008;
Shahani i sur., 2007). Da bi se postigla dugotrajna cirkulacija lijeka u organizmu, ciljano
djelovanje ili bioadhezija koriste se povrSinski modificirane polimerne nanocestice. Materijal
koji se koristi za pripremu nanocestica mora moc¢i kontrolirati otpusStanje lijeka i imati
funkcionalne skupine pogodne za modifikacije povrSine nanocestica (Irache 1 sur., 2005).
Gantrez AN, kopolimer metil vinil etera i anhidrida maleinske kiseline (PVM/MA), kao
biokompatibilan materijal pogodan je =za pripremu nanolestica s gore navedenim
karakteristikama, posebno bioadhezivnih nanocestica (Arbds i sur., 2002a; Arbds i sur.,
2002b). Razvoj bioahezivnih oblika dostave lijekova trenutno je u interesu i konvencionalne

terapije i novih terapijskih sustava (Popovici i sur. 2008).



1.1.2. Primjena polimera u kozmetici i terapijskim sustavima

Maleinska kiselina i njezini derivati koriste se u razli¢itim podrucjima osobne higijene,
osnovni su sastojci u brojnim formulacijama za njegu kose, koze te u pripravcima za oralnu
higijenu. U pripravcima za njegu kose, kopolimeri koji sadrze anhidride maleinske kiseline
koriste se uglavnom u pripravcima za u¢vrs¢ivanje 1 stiliziranje kose. Djeluju tako da stvaraju
film, kompatibilan s razli¢itim sustavima otapala, koji formira kompleks polimer-dlaka
otporan na visoku vlaznost i mehanicke utjecaje. U njezi koze, anhidridi maleinske kiseline
vazni su za stvaranje kopolimera s metil vinil eterom Kkoji se koristi u transdermalnim
sustavima kao bioadheziv. Novija primjena anhidrida maleinske kiseline je u dopremi
aktivnih sastojaka kozmetickih pripravaka, primjerice u antiperspiransima. Djeluju i kao
reoloski modifikatori u gotovim formulacijama za njegu koze dajuéi pozeljnu teksturu i
osje¢aj na kozi. U oralnoj higijeni, poli (metil vinil eter anhidrida maleinske kiseline) djeluje
kao bioadheziv u pastama za zube, stvara film i djeluje kao nosa¢ aktivnih sastojaka (Hood i
Musa, 2016).

Primjena kopolimera anhidrida maleinske kiseline u preparatima za njegu kose

: Cuticle cells

Cortical cells

Slika 2: Dlaka je gradena od unutarnje jezgre (cortex), koja se sastoji od vretenastih kortikalnih stanica (5um
promjer i 50pm duljina), okruzena je kutikulom u kojoj su stanice rasporedene kao ljuske. U srediStu korteksa nalazi
se medula (srz). U kortikalnim stanicama prisutan je a keratin, udruZivanjem lanaca o keratina nastaje
intermedijarni filament (mikrofibril). Kristalni oblik intermedijarnih filamenata (stotine njih) su ugradeni u
pseudoheksagonalna polja unutar proteinskog matriksa bogatog cisteinom i tvore keratinske makrofibrile. Kristalni
oblik inermedijarnih filamenata vazZan je za ¢vrsto¢u vlakana, jednako tako cisteinom bogate amorfne faze utje¢u na
mehanicka svojstva vlakana. Kutikularna stanica sastoji se od vanjskog p sloja, epikutikule, A sloja, egzokutikule,
endokutikule, unutarnjeg sloja i unutarnjeg f sloja. Unutarnji i vanjski p sloj su dio kompleksa stani¢ne membrane.

Kompleks stani¢ne membrane sadrZi delta sloj koji sluZi kao medustani¢ni cement koji pridruzuje unutarnji f sloj



jedne kutikularne stanice vanjskom f sloju druge (stanica ispod). Smatra se da su A sloj, egzokutikula i unutarnji sloj
bogati proteinima i disulfidnim vezama, dok je endokutikula siromasna cisteinom (Swift, 2012). Ljudska dlaka
uglavnom sadrZi deset slojeva kutikularnih stanica u korijenu, no taj se broj smanjuje od korijena pa nadalje. Zdrava
kosa ima hidrofobnu povrSinu s obzirom na sastav vanjskog p sloja i lipida koji nemaju strukturnu ulogu, ali
podmazuju kosu. Osteé¢ena kosa ima potpuno razliita svojstva povrisine (hidrofilna) (preuzeto iz: Hood i Musa,
2016).

Derivati maleinske kiseline primjenjuju se u pripravcima za njegu kose kao §to su sprejevi,
gelovi i pjene za kosu. Sprejevi za kosu dolaze u obliku aerosola i pumpe. Aerosli su
suspenzije finih Cestica (tekucih, krutih) koje se stvaraju kada se ukapljeni potisni plin ispusta
iz spremnika pod tlakom. Konverzijom potisnog ukapljenog plina u plinovito stanje pri
atmosferskom tlaku dolazi do rasprsivanja tekuc¢eg nosaca u fini aerosol. Aerosolski sprejevi
za kosu kao pogonske plinove sadrze uglavnom ugljikovodike ili dimetil eter, kao otapalo se
koristi alkohol. Aerosoli se sastoje jo$ i od polimerne smole i luzine koja ¢e neutralizirati tu
smolu (ako sadrzi kisele skupine), plastifikatora, surfaktanta i mirisa (Robbins, 2012).
Polimerna smola je sastojak koji je odgovoran za vezanje, odnosno sljepljivanje dlaka; luZina,
najces¢e 2-amino-2-metil-1-propanol, prilagodava topljivost polimera te time omoguéava
lakse uklanjanje s kose; plastifikator mijenja mehanicka svojstva filma (tvrdoca, fleksibilnost)
do zeljene razine; surfaktant mijenja povrSinsku napetost ¢ineci tako polimer vise ili manje
raspr$ivim na povrsinu kose. Sprejevi za kosu koji sadrze pumpu ne zahtijevaju pogonski plin,
nego imaju mehanizam koji sadrzi rasprSivac koji proizvodi fine kapljice pomoc¢u mehanicke
sile. Prvi koriSteni kopolimeri maleinske kiseline u sprejevima za kosu bili su kopolimeri
metil vinil etera i maleinske kiseline, esterifikacijom jedne kisele skupine maleinske kiseline
dobiveni su etilni i butilni ester. Postavljanje strogih zahtjeva za koristenje hlapljivih
organskih spojeva zbog njihove ekoloske neprihvatljivosti dovelo je do razvoja novih
polimera koji su kompatibilni u novim sustavima (polimeri manje molekulske mase, bolje
topljivi u vodi). Najbolji primjer polimera u ovoj skupini je poli (izobutilen-etilmaleimid-
hidroksietilmaleimid) koji se koristi u sprejevima sa niskim udjelom hlapljivih organskih
spojeva (Hood i Musa, 2016).



Molekularna struktura poli (izobutilen-etilmaleimid-hidroksietilmaleimid)

Glavni sastojci gelova za kosu su vodotopljivi polimeri sa sposobno$¢u geliranja, najeSce
derivati poli akrilne kiseline (Carbopoli) koji se koriste u sprezi s poli (vinil pirolidonom) te
poli (vinil pirolidon-vinil acetatom). Pjene za kosu su dostupne u obliku aerosola i ne-
aerosolskih formulacija. Tipi¢ni sastojci aerosolskih pjena su otapalo (voda), pogonski plin
(1,1-difluoretan i smjesa propana i izobutana), surfaktant (stabilizacija pjene) i polimerna
smola. Kao i kod sprejeva za kosu, postoje ograni¢enja na postotak hlapljivih organskih
spojeva u gelovima i pjenama za kosu. Polimeri dizajnirani za gelove i pjene za kosu su veée
molekulske mase od polimera koji se koriste u sprejevima za kosu. Obi¢no sadrze kationske i
pseudo-kationske polimere. UmreZena poli akrilna kiselina (karbomer) je anionski zgusnjivac
koji formira bistre gelove, koristi se kao zguSnjiva¢ monoestera poli (izobutilen-
dimetilaminopropil maleimid-etoksilat maleimid-maleinske kiseline) u gelovima za kosu.
Vodotopljivi gelovi koji sadrze hidrolizirani poli(vinil eter-anhidrid maleinske kiseline) mogu
se dobiti u kombinacijama s mnogim bazama, kao §to su mineralne baze, alifatski amini,
amino alkoholi ili trietanolamin. Neutralizacijom ovih skupina nastaju gelovi koji iritiraju
kozu, da bi se to izbjeglo u formulacije se dodaju aminokiseline koje sluze kao neutraliziraju¢i
agensi, aminokiseline koje sadrze amino skupine u postrani¢nom lancu (prolin, arginin)
(Hood i Musa, 2016). Ucestalo uredivanje (CeSljanje, Cetkanje) kose izlozene kemijskim
tretmanima (izbjeljivanje), UV zracenju i termalnoj obradi dovodi do mehanickih ostecenja
zastitnog sloja kutikularnih stanica dlake, koji mogu dovesti do njihove erozije i nastanka
podijeljenih vrhova. Postoji nekoliko razli¢itih oblika karakteriziranih stupnjem cijepanja.
Kosa nosi negativni naboj, koji se povecava nastankom podijeljenih vrhova. Ostecena kosa se
inae tretira kationskim surfaktantima ili polimerima koji djeluju kao lubrikanti prilikom
cesljanja ili Cetkanja. Elektrostatske interakcije izmedu dlake i kationskog agensa su dovoljno
jake da izdrZe kontinuirana ispiranja vodom, no mogu se isprati natrijevim dodecil sulfatom
ili nekim drugim anionskim surfaktantom. U slucaju podijeljenog vrha dlake, tretman sa
kationskim surfaktantom ili polimerom ¢e poboljsati stanje dlake, ali nece rijesiti podijeljent

kraj. Novi pristup lijeenju je pomocu polielektrolitnog kompleksa. Polielektrolitni kompleks
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nastaje kombincijom dva suprotno nabijena polimera, polikationa i polianiona u vodenoj
otopini pri odgovaraju¢em pH pri ¢emu nastaje kompleks koji daje sinergisticki uc¢inak oba
polimera koji nije pokazan kod polimera pojedinacno. Studije su pokazale upotrebu
neutraliziranog poli(metil vinil etera maleinske kiseline) u kombinaciji s kationskim poli(vinil
pirolidon-metakrilamido propil trimetilamonij klorid) u tretiranju podijeljenih vrhova
(Rigoletto i Zhou, 2010; Rigoletto i sur., 2007). Formiranje polielektrolitnog kompleksa
vidljivo je na optickom mikroskopu, Malvern analizi veli¢ine Cestica i viskozimetriji. Kada se

pomijesaju ovi polimeri ¢ine jedinstvenu mikrogel strukturu (Hood i Musa, 2016).

Toplinska zastitna sredstva u njezi kose na bazi polimera djeluju tako da se trajno vezu na
vlakna unakrsnim povezivanjem pri visokim temperaturama ili formiranjem polimernog
toplinskog seta u kojem polimer reagira sam sa sobom nakon ponovljenog tretmana
formirajuci tako izdrzljiv oblog na vlaknima. Studije su pokazale da poli(metil vinil eter
maleinske kiseline) $§titi keratin (pra¢eno mjerenjem sadrzaja triptofana) u vecoj mjeri od
ostalih polimera i trajno ostaje na povrsini kose (McMullen i Jachowicz, 2001). U nedostatku
spektroskopijskih podataka pretpostavlja se da polimer reagira sa amino skupinama na
povrsini vlakana dlake. Druga sveobuhvatna studija dokazala je upotrebu polielektrolitnog
kompleksa u prevenciji oste¢enja kose prilikom termickog tretmana temperaturama do 200°C.
Polielektrolitni kompleks se sastoji od anionskog poli(metil vinil eter maleinske kiseline) i
kationskog poli(vinil pirolidon-metakrilamido propil trimetilamonij klorid). Istraziva¢i su
pokazali djelotvornost polielektrolitnog kompleksa pomoc¢u FTIR, DSC, DVS, AFM i1 SEM.
Presjeci kose analizirani su FTIR spektroskopijom za pracenje koli¢ine o i B keratina. DSC
mjerenje se koristi za prac¢enje zdravstvenog stanja kose donose¢i informacije o kristalnoj fazi
a keratina 1 amorfnog matriksa koji okruZzuje keratin intermedijarnih vlakana. DVS daje
informacije o vodi i njenom zadrzavanju, termicki oSte¢ena kosa ima smanjenu razinu i
zadrzavanje vode. Predobrada kose s polielektrolitnim kompleksom prije toplinske obrade
dovodi do poboljSanja oba parametra. Tehnologija temeljena na anhidridu maleinske kiseline
razvijena je kao rjeSenje za zastitu kose od toplinskih utjecaja. Primarna aplikacija djeluje na
neposlusnu  kosu s poli(metil vinil eter-maleinskom kiselinom) i poli(izobutilen-
dimetilaminopropilmaleimid-etoksilat maleimid-maleinska kiselina) u kombinaciji s
primjenom kod visoke temperature, pokazuje niz prednosti kao S§to su ,,de-frizzing®,
poboljsanje sjaja i bolje uskladivanje vlakana koje moZze izdrzati i do pet ciklusa pranja bez

reaplikacije (Hood i Musa, 2016).



Primjena kopolimera anhidrida maleinske kiseline u formulacijama za njegu kozZe i

transdermalnu dopremu
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Slika 3: Morfolo$ka struktura ljudske koZe: koZa se sastoji od tri osnovna dijela: epidermisa, dermisa te hipodermisa
(subkutani sloj). Epidermis je avaskularani slojeviti epitel koji se sastoji od ¢etiri osnovna tipa stanica: keratinocita
(proizvode keratin i intercelularne lipide), melanocita (proizvode melanin), Langerhansovih stanica (makrofagi) i
Merkelovih stanica (osjetni mehanoreceptori). Slojevi epidermisa su Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum
granulosum, Stratum lucidium i Stratum corneum. Proces keratinizacije zapo¢inje u Stratum basale gdje se stanice
keratinocita dijele, putujuéi prema Stratum corneum jezgra stanice se povecava, tijelo postaje plosnatije te ispod
Stratuma corneuma dolazi do raspadanja jezgre, gubitka organela te otpustanja granula s lipidima koje tvore
medustani¢ni cement. Kada dosegnu Stratum corneum, keratinociti gube jezgru i organele te se nazivaju
korneocitima, membrana im je veoma debela i s vanjske strane obloZena cementom/lipidima. To je vodonepropusna
barijera koZe koju ¢ini 20 slojeva mrtvih stanica (Stratum corneum). Dermis sluZi kao potpora epidermisu, a sastoji
se od papilarnog i retikularnog sloja. Sadrzi kompleksnu mreZu Zivéanih vlakana koja prenose podraZaje za dodir,
pritisak, toplinu i vibraciju. 1z dermisa se putem dermalnih-epidermalnih veza prenose nutrijenti u epidermis.
Papilarni sloj se sastoji od vezivnog tkiva (kolagen, elastin), dobro je prokrvljen, a ime je dobio prema dermalnim
papilama koje grade papilarne linije na jagodicama prstiju, dlanovima i stopalima. Retikularni sloj je graden od guste
mreZe vlakana (fibroblasti). Hipodermis (subkutani sloj) graden je od adipocita nagomilanih u lobule (jastudice), a

sluZi uglavnom kao amortizer te za izolaciju dubljih tkiva (preuzeto iz: Hood i Musa, 2016).

Kao najveéi organ tijela, koza pruza zaititnu barijeru organizmu. Stiti dublja tkiva od
mehanickih, kemijskih 1 toplinskih oStec¢enja, isuSivanja, ultraljubi¢astog zracCenja te
bakterijskih oStec¢enja. Nadalje, sprjecava transepidermalni gubitak vode (TEWL) te pomaze
odrzavanju tjelesne temperature na dva nacina: hladenje organizma lu¢enjem znoja iz zlijezda
znojnica te vazokonstrikcijom ili vazodilatacijom krvnih zila u dermisu, koje ili smanjuju ili
povecéavaju protok Krvi u dermis iz unutarnjih organa. Ako su unutarnji organi pregrijani,
vazodilatiraju se krvne zile u dermisu $§to omogucuje gubitak topline. JoS jedna vazna uloga

koze je osjet, osjetni Zivci smjesteni su u dermisu i bazi epidermisa. Koza takoder sudjeluje u
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sintezi vitamina D te pomaze izlu¢ivanju ureje i urei¢ne kiseline. Kopolimerni anhidridi
maleinske kiseline koriste se kao bioadhezivi u brojnim formulacijama kao $to su trake
osjetljive na pritisak, trake u kirurgiji, dermatoloske trake te u formulacijama za zacijeljivanje
rana. Kopolimerni anhidridi maleinske kiseline kao i polimerni derivati akrilne kiseline
umrezavaju se djelovanjem pritiska. Bioadheziv se na supstrat moze vezati kemijskom vezom,
adsorpcijom, elektrostatski, difuzijom ili sidrenjem. Bioadhezivni polimerni hidrogelovi sluze
kao vrlo dobra sredstva za pricvrSivanje biosenzora za kozu. Hidrogel moze postati vodljiv
dodatkom elektrolita. Uobicajena formulacija ukljucuje polimer (poli-(metil vinil eter
maleinske Kkiseline)), plastifikator (glicerol), tvar koja povecava viskoznost (poli-vinil
pirolidon) i elektrolite (natrijev Kklorid). Prednost anhidrida maleinske kiseline nije samo
bioadhezivnost nego i aktivacija vodom u vlaznim uvjetima (znoj). Osim kao bioadhezivi,
kopolimerni anhidridi maleinske kiseline koriste se i u formulacijama za zarastanje rana.
Dusikov oksid se koristi lokalno za lijecenje kroni¢nih rana kao Sto je dijabeticko stopalo.
Zbog kratkog poluzivota i nestabilnosti nije dozivio uspjeh u gotovim farmaceutskim
pripravcima. Znanstvenici sa Sveucilista u Torontu dizajnirali su supramolekularni kompleks
koji kontinuirano otpusta dusikov oksid u ozlijedene dijelove koze. Kompleksacijom dvaju
polimera (poli vinil pirolidona i poli-(metil vinil eter anhidrida maleinske kiseline)) te
esterifikacijom sa S-nitrozoglutationom postize se kontrolirano oslobadanje dusikovog oksida.
S-nitrozoglutation zadrzava antioksidativna svojstva glutationa te sadrzi dusikov oksid u
strukturi koji se oslobada u tkiva (Hood i Musa, 2016). Polimeri anhidrida maleinske Kiseline
koriste se kao dermatoloski flasteri za uklanjanje keratoliticnih Cepova sa koze.
Pilosebacealna jedinica gradena od Zlijezde lojnice i folikula dlake, odgovorna je za nastajanje
pora (Roh i sur., 2006). Prekomjerno luéenje sebuma i ostaci keratinocita stvaraju
komedeone, koji mogu biti otvoreni (black heads) ili zatvoreni (white heads). Proizvodi za
uklanjanje zatvorenih komedeona dizajnirani su kao flaster trake i namijenjeni su za primjenu
u podrucju nosa. Analozi poli-(metil vinil etera maleinske kiseline) velike molekulske mase
(1500000 Da) koriste se kao bioadhezivi u ovim formulacijama (Hood i Musa, 2016).
Polimeri anhidrida maleinske kiseline koriste se i u formulacijama antiperspiransa. Lucenje
znoja jedan je od nacina termoregulacije, glavne Zlijezde koje sudjeluju u toj regulaciji su
ekrine Zlijezde. Apokrine Zlijezde znojnice proizvode znoj koji je viskozan, blago alkalan te
moze postati neugodnog mirisa djelovanjem bakterija. lako nisu odgovorne za nastajanje
neugodnog mirisa ekrine zlijezde meta su antiperspiriraju¢eg sredstva. Antiperspiransi su
svojim svojstvima ponajprije adstringensi, ali su dijelom i baktericidi. U€inak ostvaruju

suzavanjem otvora Zzlijezda znojnica. Najvaznije antiperspirantne tvari su aluminijeve soli
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(aluminijev klorid, aluminijev Klorhidrat). Zbog povezanosti aluminijevih spojeva s
Alzheimerovom bolesti i rakom dojke se ograni¢ava upotreba aluminija u antiperspiransima.
Pripravci sa smanjenim udjelom aluminija mogu se posti¢i dodatkom polimera koji ¢e
djelovati kao geliraju¢a tvar sa aluminijevim solima te tako omoguciti koriStenje manje
koli¢ine aluminijevih soli u pripravku. Prvi ovakvi pripravci sadrzavali su aluminijeve soli i
poli (vinil eter maleinske kiseline) u dvije odvojene faze u formulaciji. Prilikom primjene
antiperspiransa dolazi do mijeSanja faza i interakcije izmedu polimera i aluminijevih soli $to
rezultira nastankom gela koji zatvara otvore ekrinih zlijezda i onemogucuje prolaz znoju
(Rieley i Smith, 2002). Anhidridi maleinske Kiseline imaju sposobnost da u kiselom obliku
stvaraju komplekse s Lewis-ovim Kkiselinama kao S§to je aluminijev klorid (Travedi i
Culbertson, 1982). Pozitivni naboj aluminija privla¢i negativni naboj deprotoniranih kiselih
skupina poli (metil vinil etera maleinske kiseline) Sto omogucuje smanjenje koli¢ine
aluminijevih soli u formulacijama od 10% do 20%. Drugi nafin kombinacije
antiperspiriraju¢ih soli i polimera anhidrida maleinske kiseline su emulzijski sustavi.
Aniperspirant zajedno sa emulgatorom bio bi prisutan u uljnoj fazi dok bi polimer bio
dispergiran u vodi (Brown i sur., 2006). Polieketrolitni kompleks formiran izmedu poli (metil
vinil etera maleinske Kkiseline) i poli (vinil pirolidon-meta-akril-amido-propil tri metil
amonijev klorid) je mikrogel niske viskoznosti koji moze biti prisutan u raznim
formulacijama (u obliku stika, aerosola, roll-ona). Koncentracija aluminijevih soli u ovim

formulacijama je 1% (Hood i Musa, 2016).

Transdermalna dostava lijekova ima niz prednosti u odnosu na oralnu primjenu i subkutane
injekcije: zaobilazi jetru 1 metabolizam prvog prolaska kroz jetru te pruza dobre sustave
kontroliranog oslobadanja. U pocetku su transdermalni sustavi prenosili isklju¢ivo male
lipofilne molekule (pasivno), zatim su sustavi poboljSani pojacivaima penetracije,
iontoforezom i sonoforezom (aktivno). Najnoviji oblici su mikroigle, termalna ablacija,
elektroporacija, mikrodermoabrazija. Anhidridi maleinske kiseline koriste se u osnovnim
transdermalnim sustavima, a to su transdermalni flasteri. Osim bioadhezivnog polimera
sadrze podlogu (najlon), plastifikator te aktivnu tvar. Kao plastifikator se naj¢es¢e koristi
polietilenglikol molekulske mase 200 Da. Mikroigle su transdermalni sustav koji zaobilazi
roznati sloj koze, a primjena je bezbolna jer ne dopiru do zivaca. Postoji nekoliko izvedbi
mikroigala s obzirom na nacin dopreme lijeka (slika 5.). Najces¢e su gradene od silikona, no
zbog slabe biokompatibilnosti najnoviji pristupi rjesavanja ovog problema su hidrogelovi sa

poli (metil vinil eterom maleinske kiseline) i poli (etilen glikolom) (Donnnelly i sur., 2014).
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Slika 4: (a) ¢vrste mikroigle probiju koZu, a zatim se Koristi transdermalni flaster (b) ¢vrste mikroigle obloZene

—

o

lijekom (c) mikroigle s topljivim polimernim nosacem lijeka (d) Suplje mikroigle ispunjene lijekom (e-h)
transdermalni sustavi sa pokrovnom membranom, slojem polimera i lijeka te sustavom mikroigala sa hidrogelom (f)
penetracija kroz koZu (g) prodiranje vode u hidrogel mikroigli i polimerni nosa¢ (h) molekule lijeka se oslobadaju te

migriraju kroz hidrogel u koZu (preuzeto iz: Donnelly i sur., 2012).

Polimerne nanocestice povecavaju ucinak lijeka, omogucéuju ciljno djelovanje te dostavu
proteina, DNA i ostalih biomolekula u ciljana tkiva (Shroff i Vidasagar, 2013). Polimerne
nanocestice veli¢ine su od 10 nm do 1000 nm u promjeru, a dostavljaju se oralnim putem
(Soppimath i sur., 2001). Polimerne nanocestice ispitivane su i za transdermalnu primjenu u
farmaceutske i kozmeti¢ke svrhe (Guterres i sur., 2007). Zbog svojeg kemizma anhidridi
maleinske kiseline koriste se u peroralnim pripravcima, gdje se vezu za mukozu
gastrointestinalnog trakta te omogucuju kontrolirano otpustanje lijeka. S obzirom na
biokompatibilnost anhidrida maleinske kiseline s kozom dizajnirane su polimerne nanocestice
za transdermalnu primjenu (kopolimer polietilenglikol derivata anhidrida maleinske kiseline i
etil cijanoakrilata) (Xing i sur., 2009). Cilj je posti¢i kontrolirano oslobadanje lijeka
kontroliranom brzinom. Ex vivo ispitivanje oslobadanja lijeka vrsi se u Franz difuzijskim

¢elijama.
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Derivati anhidrida maleinske kiseline koriste se u raznim formulacijama za njegu koze
(,,Jleave-on“ 1 ,rinse-off*), gdje sluZze kao emulgatori, emolijensi, gelirajuc¢a sredstva. Kao
emolijensi koriste se u kremama, losionima, gelovima te u kompleksima sa biljnim uljima. U
sredstvima za ¢iSéenje koze derivati anhidrida maleinske kiseline u obliku terpolimera s alfa
olefinima smanjuju iritacije (Chaussee, 1986). Pomazu stabilizaciju askorbinske kiseline i
spjeCavaju oksidaciju u kozi (Biatry, 2004). U formulacijama za zastitu od sunca, anorganski
spojevi kao sto su titanov dioksid i cinkov oksid reflektiraju sunc¢eve zrake, organski filteri
(benzofenon-4, avobenzon) apsorbiraju svjetlost, a anhidridi maleinske kiseline poboljsavaju
svojstva formulacije (vodootporni, stabilni na povisenim temperaturama, ne ostavljaju masne
tragove, brzo susenje, dobro rasprSenje). Kao modifikatori reoloskih svojstava pripravaka za
njegu koze anhidridi maleinske kiseline iznimno su vazni. Koriste se i u sredstvima za
zatezanje koze (Hood i Musa, 2016).
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Primjena kopolimera anhidrida maleinske kiseline u pripravcima za oralnu higijenu

blood supply

Slika 5: Anatomija zuba: zub je graden od korijena, vrata i krune; korijen je ugraden u kostanoj masi mandibule,
sadrzi Ziv€ane zavrSetke i krvne Zile koje se protezZu u pulpu. Odontoblasti u pulpi odgovorni su za stvaranje dentina.
OblaZuéi strukturu korijena, cement ¢ini prirodni adhezivni sloj izmedu tijela korijena i parodontnog ligamenta. Vrat
zuba je podrudje gingive izloZeno usnoj Supljini, a kruna zuba je vidljivi dio koji je prekriven caklinom koja sprjecava

demineralizaciju unutarnje strukture zuba (preuzeto iz: Hood i Musa, 2016).

Poli (metil vinil eter maleinske kiseline) poznat je po dobrim bioadhezivnim svojstvima te se
kao takav koristi za sporije otpustanje hidrofobnih terapeutskih tvari u usnu Supljinu te kao
ljepilo za proteze. Dobra bioadhezivna svojstva polimera pripisuju se (-COOH) skupinama
koje se mogu deprotonirati te stvoriti jake negativne naboje koji dobro reagiraju s vodom sto
polimeru omogucuje penetraciju i adherenciju na mukozu i mukozna tkiva (Roy i Prabhakar,
2010). Adsorpcija poli (metil vinil etera maleinske kiseline) opisana je u tri koraka (Gregory,
1995). Prvi korak je transport polimera blizu povrSine mukoze, drugi korak ukljucuje
interakciju polimera s mukozom van der Waalsovim vezama, vodikovim vezama i
elektrostatskim interakcijama. Zadnji korak je rearanzman adsorbiranog polimera u
najstabilniji oblik. Karakteristike poli (metil vinil etera maleinske kiseline) kao $to su
formiranje stabilnih filmova, odli€an sigurnosni profil, ne izaziva iritaciju mukozne
membrane, velika molekulska masa i kompatibilnost ¢ine ga veoma korisnim u formulacijama

oralne higijene (Hood i Musa, 2016).

Tablica 1: Prikaz mukoadhezivne sile razli¢itih polimera (preuzeto iz: Alexander i sur., 2011).

Mucoadhesive polymers Adhesive force (N/m)
Poly(acrylic acid) 185,0 + 10,3
Tragacanth 1544+ 75
Poly(methyl vinyl ether-maleic acid) 147,7+9,7
Poly(ethylene oxide) 128,6 +4,0
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U pastama za zube i vodicama za ispiranje polimeri anhidrida maleinske kiseline sluze kao
bioadhezivi, ali takoder preveniraju nastanak kamenca (www.stobec.com). Vazna primjena
poli (metil vinil etera maleinske kiseline) je kao lijepilo za zubne proteze koje se moze
koristiti u kombinacijama sa karboksi-metil celulozom i poli-vinil pirolidonom (Hood i Musa,
2016).

1.1.3. Sigurnost primjene

EFSA (European Food Safety Authority) je na zahtjev Europske Komisije donijela
znanstveno misljenje o sigurnosti kopolimera metil-vinil etera maleinske kiseline kao novog
sastojka hrane (glavni sastojak zvakac¢ih guma). Analiticki podaci potvrdili su da je novi
sastojak hrane u skladu sa specifikacijom. Toksikoloske informacije o polimeru ukljucile su
provedbu raznih ispitivanja. Ispitivanje genotoksi¢nosti provedeno je reverznim Amesovim
testom, koriste¢i sojeve Salmonelle typhimurium, koji nije pokazao mutagenost. In vitro
studije 1 studije na zivotinjama pokazale su da se polimer ne apsorbira u organizmu (99,7 %
izluCuje se fecesom, 0,1% u urinu, do 0,3% u izdahnutom CO), definirani NOAEL iznosi 1,8
g/kg i 2,1 g/kg dnevno za Zene i muSkarce. Specifikacija ograniava razinu metanola i
acetaldehida u polimeru. Komponente niske molekulske mase kao §to su MAN i MVE
(maksimalni dnevni unos 70 pg, odnosno 42 pg). Prema dobivenim rezultatima polimer nema
utjecaj na crijevnu mikrofloru. Oralna tosi¢nost ovih polimera je relativno niska (LDsg
zamorca iznosi 8-9 g/kg per 0s). Vijece zakljuCuje da je poli (metil-vinil eter maleinske
kiseline) siguran u navedenim primjenama i razinama upotrebe, svrstan je u skupinu GRAS.
(European Food Safety Authority, 2013).

Cultured in 96 well-plates Nanoparticles addition
(NP)
( )

2 x 10* csiwell (PEG 2000-NF)

(Gantrez ® AN polymer)|

30 minute

Cell-Nanoparticles
Incubation

. g e Measure 96 well-plates at 490 nm
% Cell Viability | ¢ [ TS ASSAY

Slika 6: Prikaz postupka ispitivanja toksi¢nosti GantrezAN polimera(preuzeto iz: www.ecopa.eu).
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Toksikoloska svojstva nanocestica dobivenih od poli (metil-vinil etera maleinske kiseline)
razlikuju se od svojstava samog polimera. U studiji koju je provelo Sveudiliste u Navarri, a
koja je obuhvatila citotoksi¢na istrazivanja s MTS-om na Hep G2 stani¢nim linijjama,
dobiveni su sljede¢i podaci: nanocestice poli (metil-vinil etera maleinske kiseline) nisu
pokazale nikakav toksi¢an ucinak na Hep G2 stanice u 30 minuta, 3 sata i 24 sata. No, u 48
sati 1 72 sata pokazan je znacajan toksi¢ni uéinak koncentracija 1 i 2 mg/mL nanocestica

(www.ecopa.eu).

Tablica 2: Specifikacija za kopolimer metil vinil etera i anhidrida maleinske kiseline kao osnovnog sastojka guma za
Zvakanje (preuzeto iz: European Food Safety Authority, 2013).

Test Limit Test method
ldentification test Matches standard By IR, MP 1125W & Gantrez AN
reference
Visual Free-flowing, white to off-white
powder
Purity > 99,5 % corrected for water
Residual MVE® (ppm) Not more than 150 ppm By GC, 1642 W
Residual MAN® (ppm) Not more than 250 ppm By HPLC, MP 1633 W
Acetaldehyde (ppm) Not more than 500 ppm MP — 880 W
Methanol (ppm) Not more than 500 ppm 1642 W
Dilauroy! peroxide (ppm) Not more than 15 ppm 1684 W
Specifi viscosity (1% MEK) 2-10 MP 1115
BHT (ppm, from batch records) <120 ppm -
% total water Not more than 2,0 By oven transfer/Karl Fisher MP-732
Heavy metals (tin, lead, mercury, Not more than 10 ppm By ICP, MP-1494
cadmium, bismuth, silver, arsenic,
copper, antimony, molybdenum, in
total)
Total aerobic plate count (CFU/g) <500 Q200, USP, Ch 61
Mould/yeast (CFU/g) <500 Q200, UPS, Ch 61
Staphylococcus aureus (CFU/g) Negative to test Q200, USP, Ch 61
Pseudomonas aeruginosa (CFU/g) Negative to test Q200, USP, Ch 61
Salmonella (CFU/qg) Negative to test Q200, USP, Ch 61
Escherichia coli (CFU/g) Negative to test Q200, USP, Ch 61

(a) — methyl vinyl ether (MVE) is quantified by gas chromatography (Ashland GC, Method 1642 W). The limit of detection
in Gantrez SF polymer is 50ppm.

(b) — residual maleic anhydride (MAN) is reported as maleic acid (MAA) due to the conditions of analytical test method. For
calculation purposes MAA is convertible to MAN by subtracting one mole of water i.e. MAN is 84,7 % of the weight of
MAA.

1.2. Primjena lijeka na sluznice

Doprema lijeka na sluznicu nudi brojne prednosti ukljucujuéi ciljanu dopremu lijeka lokalno,
kako bi se smanjila sistemska apsorpcija i nuspojave. Glavne funkcije sluzi su zastita i
podmazivanje. Mukozne membrane nalaze se u brojnim dijelovima tijela kao $to su o¢i,

respiratorni trakt, gastrointestinalni trakt i reproduktivni sustav. Prisutnost mukoznih sluznica
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na membranama ovih sustava u mnogim slucajevima je prepreka za isporuku lijeka
(Netsomboon i Bernkop-Schnirch, 2016).

mucus

LT YT
fo |0 T o

Enterocyte

IAIIJTH[;J

submucosal gland

Slika 7: Sluz u gastrointestinalnom traktu proizvode intraepitelne stanice (goblet stanice), smjeStene izmedu
enterocita te ekstraepitelne Zlijezde smjestene u submukozi. Submukozne Zlijezde su najcesce gradene od dva tipa
stanica: mukozne stanice koje proizvode viskozniji sekret i serozne stanice koje proizvode sekret manje viskoznosti
(preuzeto iz: Frohlich i Roblegg, 2014).

Mukoza je viskozni sloj gela kojeg proizvode vréaste stanice, stanice koje proizvode sluz ili
submukozne Zlijezde prisutne na mukoznim membranama o¢iju (Kessler i Dartt, 1994),
gastrointestinalnog trakta (Deplancke i Gaskins, 2001) i respiratornog sustava (Spicer i sur.,
1983). U Zelucu sluz proizvode epitelne stanice, a vaginalna sluz rezultat je smjese razli¢itih
fluida ukljucujuéi cervikalnu sluz (Neves i sur., 2014). Prisutnost mukoze na membrani Stiti
epitel od vanjskih ¢imbenika (virusi, bakterije, toksini), takoder sprjeGava gubitak vode.
Prisutnost mukoze na epitelu dio je imunosnog sustava organizma i predstavlja vaznu barijeru
prolasku cestica (Frochich i Roblegg, 2014). Glavni sastojak sluzi je voda (do 95%) (Serra i
sur., 2009). Bez obzira na podrijetlo, sluz se sastoji od umreZenih i isprepletenih vlakana
mucina, odumrlih stanica, bakterija, lipida, soli, proteina, makromolekula i stani¢nih ostataka
(Johansson i sur., 2011). Mucini su velike molekule veli¢ine 0,5-40 MDa, dobiveni su
povezivanjem monomera mucina veli¢ine 0,3-0,5 MDa te su presvuceni kompleksom koji je
sacinjen od razli¢itih proteoglikana (Cone, 2009). Debljina sloja mukoze i pH mogu varirati
ovisno o smjestaju mukozne membrane i drugim parametrima. U probavnom sustavu debljina
sluzi ovisi o aktivnosti probave i prehrani (Szentuki i Lorenz, 1995). pH sluzi moze znantno
varirati ovisno o povrsini sluznice. Sluznice respiratornog trakta, kao i nazalna sluznica imaju
neutralan pH (Hehar i sur, 1999), sluznica oka je blago alkalna (pH~7,8) (Greaves i Wilson,
1993). Nasuprot tome, gastrointestinalna mukoza izlozena je Sirokom rasponu pH vrijednosti:
veliki gradijent pH postoji u istom sloju mukoze, pH raste od luminalnog ~1-2 do ~7 na

povrsini epitela (Schreiber i Scheid, 1997). pH vaginalne sluzi kre¢e se u rasponu od 3,5 do
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4,5 zahvaljuju¢i zakiseljavanju mlije¢nom kiselinom koju proizvode lactobacilli u

anaerobnim uvjetima (Boskey i sur., 2001).

Tablica 3: Fizioloska svojstva mukusa u razli¢itim dijelovima organizma (preuzeto iz: Netsomboon i Bernkop-
Schniirch i prilagodeno, 2016).

Sluznica Temperatura Debljina Debljina Debljina pH sluznice | hidrodinamika Brzina
(°C) sluznice sloja sluzi labavo obnove sluzi/
(um) (um) vezanih toka sluzi
mucina
(um)
Bukalna 36,2-36,7 70-100 70-100 28 6,5-7,5 + 12-24 h
Nazalna 30,2-34,4 10-15 6 4-9 5,5-6,5 + Mukaocilijarni
klirens: 6
mm/min
Vrijeme
prolaska: 15-
20 min
Pulmonarna 32,5-35,5 5-55 5-10 5-10 7,0 + 10-20 min
Okularna 34,0 7.8 + 5,5-7,7 min
Sluznica 0,02-0,05 n/a n/a
Suzni film
3,6-7 n/a n/a
Zelutana 37,0 30-300 110,5+37 n/a 6,40+0,24 + 24-48 h
(antrum)
Sluznica 37,0 150-400 15,5+4,5 n/a 5,5-7,5 +++ 24-48 h
tankog crijeva
Sluznica 37,0 30-280 5-13 n/a 7,0 +++ 24-48 h
kolona
Intravezikalna 37,0 10-20 n/a n/a n/a + Ovisi o
vremenu
praznjenja
urina
Vaginalna 37,0 50 n/a n/a 3,5-4,0 + 1,5 mL/day’,
6,0 mL/day"

+ - niski protok ili bez protoka vode

+++ - izrazito kretanje vode prema apsorpcijskoj membrani

' — vrijeme proizvodnje cervikalne sluzi

" — proizvodnja vaginalne tekucine (znatno povecana seksualnom stimulacijom)

Mukozni klirens je vrijeme koje je potrebno da se sluz izlu€ena iz vrcastih stanica i stanica
koje luée sluz ukloni sa mukozne membrane i zamijeni novom sluzi (Johansson, 2012;
Rubinstein i Tirosh, 1994). Brzina klirensa ovisi o debljini sloja sluzi, $to je sloj tanji, to je
klirens brzi. Debljina sloja sluzi ovisi o brzini izlu¢ivanja i uklanjanja sluzi sa mukozne
membrane (Zhang i sur., 2014). Toksi¢ne tvari mogu povecati luéenje sluzi $to dovodi do
povecanja debljine sloja na mukoznoj membrani (Cone, 2009). S obzirom na debljinu sluzi i
klirens, sluz se moze podijeliti na dva tipa: slobodna i vezana sluz (Ensign i sur., 2012;
Atuma i sur., 2001). Slobodna sluz ili slabo vezana sluz moze se pronaéi na povrsini
mukoznih membrana Zeluca, tankog i debelog crijeva te respiratornog trakta (Smith i sur.,
2008; Atuma i sur., 2001). Ova se sluz lako moze ukloniti usisavanjem i smicanjem, a sastoji
se od velikog udjela vlakana koja na sebe navlace vodu S§to rezultira debljim slojem sluzi

(Smith i sur., 2008). Drugi tip sluzi je ¢vrsta sluz vezana za membranu, uglavnom je gradena
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od mucina velike molekulske mase (0,5-40 MDa) (Zhang i sur., 2014). Ova sluz se sidri za
epitel preko transmembranske domene i tvori zaStitni sloj. Otporna je na uklanjanje
smicanjem i usisavanjem (Strugala i sur., 2003). Cvrsti sloj sluzi u¢inkovita je barijera za
bakterije, enzime i toksine. Medutim, prisutnost ¢vrstog sloja sluzi na mukoznim
membranama je dodatna barijera za slabo topljive lijekove, posebno one iz skupine Il i IV
klasifikacijskog sustava, jer se formirani sloj sluzi ne mijesa sa vodom. Na mukoznim
membranama gastrointestinalnog trakta stalno kretanje vode prema epitelu igra vaznu ulogu u
kretanju Cestica u sloju sluzi. U tankom crijevu apsorpcija vode pomaZze u dostavi Cestica $to
blize epitelu. Koli¢ina apsorbirane vode u ljudskom crijevu iznosi 0,1-0,2 mL/h cm?
(Lennernas i sur., 1994) sto dovodi do mnogo brzeg kretanja Cestica u sloju sluzi nego §to se
moze posti¢i difuzijom s velikim gradijentom koncentracije. Kretanje Cestica kroz sluz ovisi o
njihovoj veli¢ini. Zaplitanje mucina uzrokuje nastajanje guste mreze vlakana u sloju gela.
Prosjecna velicina Cestica od oko 100 nm utvrdena je pokretljivos¢u razlicitih veli¢ina virusa
(Lai i sur., 2009). Prosje¢na velic¢ina Cestica moze se odrediti i analizom pomocu elektronskog
mikroskopa, no zbog dinamic¢nosti sustava sluzi i razli¢itih svojstava s obzirom na smjestaj
membrane, ove orijentacijske vrijednosti treba uzeti s oprezom. Gusta mreza vlakana blokira
prolaz velikih Cestica. Kretanje MPPs veli¢ine 530 nm u ljudskoj sluzi je Cetiri puta sporije
nego li u vodi (Lai i sur., 2007). Veli¢ina Cestica ima veliki utjecaj na sposobnost prodiranja
Cestica do epitela, no znatno manji utjecaj ima na mogucnost rasprostiranja ¢estica u mukozi u
svrhu povecanja povrsine apsorcije i ciljnog djelovanja. Razli¢ite interakcije izmedu Cestica i
mukoze kao Sto su ionske interakcije, vodikove veze i hidrofobne interakcije utjeCu na
sposobnost kretanja ¢estica u mukoznom sloju (Takeuchi i sur., 2001).

g m e m e e = = - - - s <— Lipid monolayer

I
Lor mucus L Kj\f;:r\i;sicles
Oy

Firm mucus

Gastrointestinal
epithelium

Slika 8: Grada mukoznih membrana (preuzeto iz: Cone, 2009).
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1.2.1. Bukalna sluznica

ima svoje nedostatke kao Sto su metabolizam prvog prolaska kroz jetru i enzimatska
razgradnja u gastrointestinalnom traktu. Bukalna primjena zaobilazi prvi prolaz kroz jetru i
presistemsku eliminaciju u gastrointestinalnom traktu. Bukalna sluznica gradena je od sloja
epitelnih stanica, ispod kojeg se nalazi bazalna membrana te lamina popria koja je najdublji
sloj do submukoze. Epitel bukalne sluznice graden je od 40 do 50 slojeva stanica, dok je
sublingvalni epitel graden od nesto manjeg broja slojeva. Brzina bukalnog klirensa je 5 do 6
dana (Harris i Robinson, 1992). Sloj sluzi na bukalnoj membrani, graden od kompleksa
proteina i ugljikohidrata, izlu¢uju velike i male Zlijezde slinovnice kao dio sline (Rathbone i
sur., 1994; Tabak i sur., 1982). Pri fizioloSkom pH sluz nosi negativni naboj zbog sijalinske
kiseline 1 sulfatnih ostataka. Taj negativni naboj vazan je ¢imbenik mukoadhezije jer pri tom
pH sluz moze formirati gel ¢vrste strukture koji se veze na epitel (Gandhi i Robinson, 1988).
Prisutnost sline u usnoj Supljini vazan je faktor. Slina je zaStitna tekuc¢ina gradena od 1%
organskih i anorganskih tvari, a glavna karakteristika sline je brzina protoka koja ovisi o dobu
dana, tipu stimulansa i stupnju stimulacije (Rathbone i sur., 1994; Tabak i sur., 1982). pH
sline varira u rasponu od 5,5 do 7 ovisno o protoku, pri brzem protoku povecana je
koncentracija bikarbonata i natrija $to dovodi do povec¢anja pH. Dnevni volumen sline iznosi
od 0,5 do 2 L. Zbog ovog vodenog okolisa usne Supljine u formulacijama za bukalnu

primjenu koriste se hidrofilni polimeri.

Comified layer = - = === Opening
Granular layer— (o 7 > v =T of duct

] Intraepithelial
nerve endings

Basement—ltg X
membrane |’ Y Subepithelial
Capillaries = ‘\ S nerve plexus
I
Lamina propria— |:- \
Nerve
Sub s | Minor salivary
ubmucous layer gland
Artery —
Vein— -
| & 2 \t&

Periosteum —=

Bone — ({¢ = ﬁ,’ \—
Slika 9: Grada bukalne sluznice (preuzeto iz: www.pocketdentistry.com).

Dva su puta pasivnog prolaska kroz bukalnu membranu: transcelularni i paracelularni put.

Najcesce je preferiran jedan put prolaska ovisno o fizikalno-kemijskim osobinama tvari koja
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prolazi. Intercelularni prostor i citoplazma su hidrofilni, lipofilne tvari bit ¢e slabo topljive u
ovim prostorima. Stani¢na membrana je lipofilna i onemogucuje prolaz hidrofilnim tvarima.
Bukalna sluznica pogodna je za formulacije produzenog oslobadanja lijeka, isporuku slabo
permeabilnih molekula (peptidni lijekovi). Mukoadhezivne nanocestice s antimikoticima

pogodne su za lokalnu terapiju oralne kandidijaze na bukalnoj sluznici (Rencber i sur., 2016).

Intracellular Route  Extracellular Route
'

3} Keratinised layer
Granular cell layer

Spinous cell layer

Basal cells

Epithelial cells { ; :
Basement Membrane =+ %

Connective Tissue

Slika 10: Putevi prolaska oralne sluznice (prikaz sluznice nepca koja je keratinizirana za razliku od bukalne i

sublingvalne sluznice) (preuzeto iz: www.researchgate.net).

1.2.2. Vaginalna sluznica

Ljudska cervikovaginalna sluznica ima niz specifi¢nosti kad je u pitanju mukoadherencija.
Sluznica je prekrivena vaginalnom tekuc¢inom c¢ije karakteristike (pH, reoloSka svojstva,
sastav, koli¢ina) mogu jako varirati. Ove varijacije mogu biti fizioloSke ili patoloske te ovise
o reproduktivnom statusu Zene. U zdravih Zena reproduktivne dobi vaginalna sluz predstavlja
tekucinu izgleda gela, kiselih svojstava (pH 4-5), 90-95 % vode u sastavu, 1-2 % mucina i
ostalih komponenti niskog udjela. Konac¢ni sastav vaginalne sluzi odreden je doprinosom
vaginalne sluznice (pH 7 ili viSe, varijabilan sadrZaj mucina), teku¢ine endometrija, sekreta
vestibularnih zlijezda, lu¢enjem vaginalne stijenke i malom kolicinom urina (Owen i Katz,
1999; Wolf i sur., 1980). Mucin je odgovoran za osnovna svojstva sluzi (konzistencija,
kohezija, podmazivanje), §to se povezuje s njegovom trodimenzionalnom strukturom u
fizioloskim tekuc¢inama, koja sadrzi kompleksan sustav vodenih kanala (Bansil i sur., 1995;
Sheehan i sur., 1986) izrazito osjetljivih na pH, kemikalije, Cestice i sadrzaj mucina (McGill i
Smyth, 2010; Lee i sur., 2002).

19



Lumen of vagina

Mucosa:

Nonkeratinized stratified
squamous epithelium

Lamina propria
Muscularis:
Inner

— circular
layer

Outer
— longitudinal
layer

Adventitia

Slika 11: Grada vaginalne sluznice (preuzeto iz: www.researchgate.net).

Jedan od glavnih izazova u razvoju mukoadhezivnih sustava za vaginalnu primjenu odnosi se
na stalne promjene u svojstvima cervikovaginalne tekuéine (Valenta, 2005). Menstrualni
ciklus vazan je faktor varijabilnosti sastava i strukture sluzi kao i intravaginalni postupci
(ispiranje), zdravlje i reproduktivni status (prisutnost spolnih bolesti, menopauza). Tijekom
seksualnog uzbudenja, koli¢ina tekuéine prisutne u vagini se znatno poveca, uglavnom zbog
lu¢enja vode iz subepitelnog tkiva kao rezultat povecanog vaskularnog protoka i tlaka
(Breman i Bassuk, 2002.). Ovaj dotok vode uzrokovat ¢e razrijedenje mucina i promjene u
strukturi (djelomi¢no pucanje) i smanjenje viskoznosti. U pogledu prijanjanja na sluznicu ove
promjene olaksat ¢e interakciju izmedu mucina i mukoadhezivnih molekula, no stupanj
konsolidacije i jaina interakije ¢e biti slabiji (Lai i sur., 2008). Razrijedivanje ¢e izazvati
porast pH, koji moze promijeniti mukoadhezivnost vaginalnih sustava (das Neves i sur.,
2008). Razrijedenje ¢e negativno utjecati na in situ imobilizaciju zbog smanjene adhezije.
Spolni odnos ima drastican u¢inak na razrijedivanje i smicanje, ponistava adheziju i smjestaj
adhezivnih sustava u vagini (Lai i sur., 2008). Tijekom intravaginalne ejakulacije dolazi do
fizikalno-kemijskih promjena u vagini. pH iz kiselog prelazi u umjereno alkalni, ne samo
zbog veceg pH sperme (pH 8) nego i zbog veceg puferskog kapaciteta sperme (Owen i Katz,
2005). Ovaj efekt traje nekoliko sati. Pri dizajniranju vaginalnih mukoadhezivnih sustava dva
su zahtjeva: neosjetljivost na promjene (pH i razrijedenje) (Aka-Any-Grah i sur., 2010; Garg
i sur., 2001) i sposobnost iskoriStenja prirodnih varijacija kao S$to je varijacija pH pri

ejakulaciji (Gupta i sur., 2007).
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Slika 12: Veli¢ina nano estica i svojstva povrsine utje¢u na interakciju nanosustava i sluznice. Studija koja je koristila
MPT (microscopic multiple particle tracking) visoke rezolucije pokazala je da Cestice veli¢ine 500 nm prolaze kroz
mreZu mucina (Lai i sur., 2007; Suhi sur., 2005). Cestice veéeg promjera imaju ogranitenu difuziju jer se kre¢u samo
kroz kanale veceg promjera, no manje ¢estice (100 nm) nailaze na vece smetnje nego li ¢estice veli¢ine 200-500 nm.
Ova Cinjenica pripisuje se heterogenoj strukturi sluzi, manje Cestice difundiraju kroz kanale uZeg promjera koji su
Cesto slijepe ulice, dok vece Cestice difundiraju nesmetano kroz kanale Sireg promjera (Wang i sur., 2008) (pruzeto iz:

das Neves i sur., 2011).
Interferencija nanosustava sa zastitnim svojstvima cervikovaginalne sluzi treba biti
ograni¢ena zbog vaznosti sluzi u obrani od razliitih patogena (Lai i sur., 2010; Boukari i sur.,
2009). U slucajevima kada je mukoadhezija opravdana promjene u strukturi sluzi su moguce,
pokazane su na razli¢itim polimerima i nanocesticama, osobito kada su pozitivno nabijeni
(Chen i sur., 2010; Willitis i Saltzman, 2001). Promjenom povrSinskih svojstava nanocestica

moguce je povecati ili smanjiti mukoadheziju.

Surface chemistry

Increased mucoadhesion Decreased mucoadhesion

Positive charge e

Mucoadhesive
Polymers

Hydrophobic surdace @

Size modulation

Dense
PEGylation

Increased mucoadhesion Decreased mucoadheson

100 nm 200-500 nm

Slika 13: Strategije promjene mukoadhezivnih svojstava nanosustava (preuzeto iz: das Neves i sur., 2011).
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Mukoadhezivni nanosustavi za vaginalnu primjenu indicirani su u lijeenju bakterijskih,
virusnih i gljivicnih infekcija. Ispitivani su kao nosaci anti-HIV lijekova te antimikotika u

lijeCenju vaginalne kandidijaze (des Neves i sur., 2011).

1.3. Mukoadhezivne nanodestice

Nanocestice su novi terapijski sustavi koji u odnosu na konvencionalne sustave imaju
mnogobrojne prednosti. Veli¢ina Cestica od 10 nm do 1000 nm omogucava ciljano djelovanje
lijeka, produzeno oslobadanje, zaStitu od razgradnje djelatne tvari, nisku toksicnost 1 vecu
adhezivnost lijeka na kozu. Glavno obiljezje nanocestica je veliki omjer povrSine u odnosu na
volumen cestica. Primjenom terapijskih sustava nanocestica postize se veca specifi¢nost u
dostavi lijeka te manji broj nuspojava zbog primjene manjih doza lijeka. Nanocestice kao novi
terapijski sustavi namijenjeni su za oralnu dostavu lijekova niske bioraspolozivosti. Polimerne
nanocestice pokazuju visok kapacitet povecanja oralne bioraspolozivosti lijekova koji se slabo
apsorbiraju (Yang i sur., 1999; Damge” i sur., 1997). Nanocestice kao nosaci lijekova
primjenjuju se za dostavu konvencionalnih lijekova, rekombinantnih proteina (inzulin,
kalcitonin), cjepiva i nukleotida (Frohlich i Roblegg, 2014). Kalcitonin (Sakuma i sur., 1999),
dikumarol (Chickering i sur., 1997), nifedipin (Kim i sur., 1997), furosemid (Akiyama i sur.,
1998) i plazmidi (Mathiowitz, 1997) lijekovi su ¢ija je bioraspoloZivost povecana uklapanjem
u polimerne nosaCe (nanocestice). Bioadhezija je stanje u kojem se dva materijala drze
zajedno medusobnim interakcijama kroz odredeni vremenski period. Ako je supstrat sluz, a ne
bioloska membrana onda je rije¢ 0 mukoadheziji. Materijali koji pokazuju mukoadhezivna
svojstva mogu biti prirodni ili sintetski polimeri. Ti polimeri koriste se u razli¢itim oblicima
isporuke lijekova kao §to su tablete, prasci, gelovi, filmovi, masti 1 flasteri. Kao nosaci
lijekova pogodni su za ciljano lokalno djelovanje, ali mogu i poboljsati dostavu lijekova preko
gastrointestinalnog trakta (Frohlich i Roblegg, 2014). Mukoadhezija se sastoji od dvije faze:
faza kontakta i faza konsolidacije. U prvoj fazi Cestice su pod utjecajem odbojnih (osmotski
tlak, elektrostatsko odbijanje) 1 privlacnih sila (van der Waalsove interakcije, elektrostatsko
privlacenje) (Smart, 2005). Kada Cestice prevladaju odbojne sile prva faza je zavrSena i vlaga
dopusta mukoadhezivnim cesticama formiranje slabih van der Waalsovih interakija i
vodikovih veza. To se moZe dogoditi medusobnim povezivanjem lanaca polimera i
stvaranjem sekundarnih veza ili dehidracijom mukusa dok se ne postigne osmotska ravnoteza
i konsolidira adhezija (Fréhlich i Roblegg, 2014).
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Slika 14: Interakcija polimera i mukozne membrane (preuzeto iz: www.scielo.br)

Molekularna masa (MW) polimera ima velik utjecaj na snagu adhezije. Za polietilenglikol od
20 000 MW mukoadhezija je zanemariva, na 200 000 MW mukoadhezija je poboljSana, a na
400 000 MW mukoadhezija je izvrsna. Zbog boljeg prodiranja u sloj sluzi polimeri s duljim
lancima uzrokuju bolje prijanjanje od polimera s kra¢im lancima. Smanjena fleksibilnost
polimernih lanaca omogucéuje bolju difuziju vode, poboljsava hidrataciju i unos cestica.
Raspored polimernih lanaca u prostoru takoder je jedan od faktora mukoadhezije.
Koncentracija polimera optimirana je za pojedine formulacije. Preniska koncentracija
uzrokovat ¢e izostanak mukoadhezije dok ¢e prevelike koncentracije polimera ometati
difuziju otapala (Frohlich i Roblegg, 2014). Za formuliranje mukoadhezivnih nanocestica
potrebno je utvrditi bioloSke faktore kao $to su pH i ionska jakost te elektrostatske interakcije
polimera i sluzi. Kationski polimeri (kitozan) reagiraju sa glikoproteinima sluzi samo u
neutralnom do alkalnom pH. Anionski polimeri (karbomeri, karboksimetilceluloza i alginat)
formiraju hidrofobne interakcije, vodikove i van der Waalsove interakcije. Neionski polimeri
(hidroksipropilmetilceluloza, hidroksimetilceluloza i1 metilceluloza) pokazuju slabu
mukoadheziju (Fréhlich i Roblegg, 2014). Konvencionalne nanoCestice u mukozi ostaju
zarobljene zbog adherencije ili sterickih smetnji te se brzo eliminiraju mukocilijarnim
klirensom. U probavnom sustavu oralno primjenjene nanocestice mogu se eliminirati zajedno
sa probavljenom hranom, vezati se na vlakna mucina te mukocilijarnim klirensom izluéiti u
feces, mogu pokusati penetrirati u epitel ili se Sto dulje zadrzati na sloju mukoze koji nije
topljiv u vodi (Galindo-Rodriguez i sur., 2005; Ponchel i Irache, 1998). Kratko vrijeme
prolaza kroz gastrointestinalni trakt onemogucuje primjenu velikih doza lijeka kroz duzi
period, Sto vodi niskoj bioraspolozivosti 1 slaboj ucinkovitosti lijeka. Minimaliziranjem
frakcije lijeka koja se izluci zajedno sa hranom, a povecanjem frakcije koja stupa u interakcije
sa slojem sluzi prevladava se nedostatak kratkog prolaza kroz gastrointestinalni sustav.
Mukoadhezija Cestica usporava njihov prolaz kroz probavni sustav do ponovne obnove sloja
sluzi ¢ime se povecava apsorpcija lijeka. Interakcija sluzi 1 nanoCestica moze biti putem

vodikovih veza, hidrofobnih interakcija, van der Waalsovih interakcija, interakcijom
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polimernih lanaca i elektrostatskih interakcija (Woodley, 2001; Ponchel i Irache, 1998).
Elektrostatske interakcije najvazniji su iskoriSteni oblik interakcije. Sloj sluzi pokazuje
negativan naboj zbog prisutnosti sijalinske kiseline i sulfonske kiseline u substrukturama
(Bansil 1 Turner, 2006). Negativno nabijene i neutralne Cestice mogu lako pro¢i kroz sloj sluzi
dok su pozitivne Cestice imobilizirane u sloju sluzi zbog elektrostatskih intrakcija (Crater i
Carrier, 2010; Bansil i Turner, 2006). Medutim, pozitivno nabijene Cestice pokazuju mnogo
veéi unos u stanicu putem endocitoze od negativno nabijenih (Loretz i sur., 2007; Miller i
sur., 1998). Negativno nabijene Cestice mogu promijeniti zeta potencijal u pozitivnu
vrijednost kada produ kroz sloj sluzi 1 dodu do epitela Sto predstavlja vrlo obecavajué

mehanizam dostave lijekova.

Nl mwm )

Zeta-potential changing
particle

Slika 15: Cestice koje mijenjaju zeta potencijal prolaskom kroz mukozu (preuzeto iz: Netsomboon i Bernkop-
Schnurch, 2016).

Vrijeme zadrzavanja mukoadhezivnih sustava ovisi o fizioloSkom procesu obnove sluzi koji
uglavnom traje izmedu 50 i 270 minuta (Lehr i sur., 1991), sto onemogucuje zadrzavanje
mukoadhezivnih nanocestica dulje od 4 do 5 sati. Mukoadhezivne nanocestice se zadrzavaju u

sloju sluzi, ali nemaju sposobnost prodrijeti kroz sluz do epitela.
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Mukoadhezivne nanocestice intenzivno su istrazivane zbog produljenog zadrzavanja aktivnih
molekula na mjestu primjene. Pokazale su potencijal i u lokalnoj i u sistemskoj primjeni.
Pokazale su pozitivan uéinak u lokalnoj terapiji antifungalnim i antibakterijskim lijekovima.
Uklapanje natamicina u mukoadhezivne nanocestice pokazalo je znaajnu inhibiciju C.
albicans i Aspergillus fumigate s nizom koncentracijom lijeka (Bhatta i sur., 2012).
Mukoadhezivne nanocestice takoder su pokazale potencijal i u sistemskoj primjeni lijekova.
Oralna bioraspoloZivost valsartana i inzulina moZe biti izrazito povecana koriStenjem

mukoadhezivnih nanocestica (Cao i sur., 2012; Zhang i sur., 2011).

Tablica 4: SWOT analiza mukoadhezivnih sustava (preuzeto iz: Netsomboon i Bernkop- Schntirch, 2016 i
prilagodeno)

SNAGE SLABOSTI
Cestice ne mijenjaju strukturu mukoze Cestice reagiraju s mucinom i ne mogu dose¢i epitel
PRILIKE PRIJETNJE

Produljeno zadrzavanje djelatne tvari Cestice se uklanjaju mukoznim klirensom
Smanjenje ucestalosti doziranja
Maksimalna iskoristivost primjenjene doze lijeka te

posljedi¢no smanjenje ukupne primjenjene doze
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1.4. Cefiksim

1.4.1. Kemizam

Cefiksim pripada skupini antibiotskih lijekova koji se nazivaju cefalosporini. Cefalosporini su
polusintetski antibiotici dobiveni iz Cefalosporina C, koji je izoliran iz kulture
Cephalosporium acremonium 1948. godine, pokazalo se da je veoma nestabilan u kiselinama i
luzinama, osjetljiv na djelovanje B laktamaze, da ima Sirok spektar djelovanja, ali slabo
antibiotsko djelovanje. Promjenom supstituenta u polozaju C7 mijenja se kemijska stabilnost i
spektar djelovanja. Supstitucijom na polozaju C3 mijenjaju se farmakokinetska svojstva.
Danas se cefalosporini dobivaju polusintetski, iz cefalosporina C se kemijskom hidrolizom
preko imino-klorida i imino-etera dobije 7 ACK. Takoder je moguée dobiti cefalosporine iz
penicilina, §to je vrlo u¢inkovita metoda jer se penicilini puno lakSe dobivaju biosintetski od

cefalosporina (Sweetman, 2009).
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Sinteza cefalosporina iz penicilina

Cefiksim je bijeli, blago higroskopan prasak, slabo topljiv u vodi, slabo topljiv u
dehidriranom alkoholu, prakticki netopljiv u etil acetatu, blago topljiv u alkoholu, acetonu i
glicerolu, slobodno topljiv u metilnom alkoholu. Pohranjuje se u hermeticki zatvorenim

kontejnerima. Zasti¢en od svjetlosti.
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(2)-7-[2-(2-aminotiazol-4-il)-2-(karboksi-metoksi-imino) acetamido]-3-vinil-3-cefem-4-trihidrat karboksilne kiseline

Jedini je cefalosporin treCe generacije za per os primjenu. Samo 40 do 50% oralne doze
cefiksima se apsorbira iz gastrointestinalnog trakta, razina apsorpcije se moze smanjiti u
prisutnosti hrane. Cefiksim se bolje apsorbira iz oralne suspenzije nego li iz tablete.
Apsorpcija je prilicno spora; vr$ne koncentracije od 2 do 3 pug/ml 1 od 3,7 do 4,6 ug/ml
dosegnute su izmedu 2 1 6 sati nakon pojedinacne doze od 200 do 400 mg. Vrijeme poluzivota
u plazmi je uobicajeno oko 3 do 4 sata, ali moze biti produljeno u slu¢aju ostecenja bubrega.
Oko 65% cefiksima vezano je za proteine plazme. Prolazi placentu. Relativno visoke
koncentracije mogu se naci u Zuci 1 urinu. Oko 20% oralne doze (ili 50% apsorbirane doze)
izlu¢i se nepromijenjeno urinom unutar 24 sata. Do 60% se moZe eliminirati iz organizma
putem koji zaobilazi bubrege; ne postoje dokazi metabolizma, ali dio se vjerojatno izluci
fecesom iz Zuc¢i. Cefiksim je klasificiran kao tre¢a generacija cefalosporina i koristi se

peroralno kao terapija infekcija gonoreje, upale srednjeg uha, faringitisa, upala donjih di$nih
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puteva (bronhitis) i urinarnih infekcija. Dostupan je u obliku trihidrata, a doze su izraZene za
anhidrid cefiksima (1,12 g cefiksim trihidrata odgovara 1 g anhidrida cefiksima). Oralna doza
za odrasle iznosi od 200 mg do 400 mg dnevno kao pojedinacna doza ili podijeljena u dvije
doze. Djeci iznad 6 mjeseci i ispod 50 kg daje se 8 mg/kg dnevno u obliku oralne suspenzije,
kao jedna pojedinacna doza ili podijeljeno u dvije doze. Doza cefiksima se korigira kod
bolesnika s umjerenim do teSkim oStecenjem bubrega. Doza od 200 mg dnevno ne bi trebala
biti prekora¢ena kod bolesnika s klirensom kreatinina manjim od 20 ml/min. Najcesce
prijavljivane nuspojave su gastrointestinalne smetnje, posebno dijareja te reakcije
preosjetljivosti (osip, kardiovaskularni kolaps). Cefiksim se ne bi trebao uzimati sa
antikoagulansima jer moze produljiti protrombinsko vrijeme (Sweetman, 2009). Cefiksim se
koristi kao alternativa kod komplicirane infekcije mokra¢nog sustava te kao alternativa kod

akutnog nekompliciranog pijelonefritisa (cefiksim 1x400 mg) (www.iskra.bfm.hr).

Tablica 5: 4 generacije cefalosporina

l.generacija  2.generacija  3.generacija  4.generacija

cefalotin cefamicin ¢ cefotaksim Cefepim
cefaloridin cefoksitin ceftizoksim Cefpirom
cefaleksin cefuroksim ceftriakson
cefazolin ceftazidim
cefiksim
ceftibuten
cefoperazon

Cefalosporini su klasificirani u Cetiri generacije. Prva generacija cefalosporina dobro djeluje
na Gram pozitivne, a slabo na Gram negativne bakterije. Vec¢ina Gram pozitivnih koka
(iznimka su enterokoki, meticilin reistentni S.aureus i S.epidermidis) su osjetljivi na prvu
generaciju cefalosporina dok su sojevi B.fragilis rezistentni. Koriste se u lijeenju infekcija
koze 1 mekih tkiva. Druga generacija cefalosporina ima pojacano djelovanje na Gram
negativne bakterije, ali su manje djelotvorni od tre¢e generacije. Cefoksitin, cefotetan i
cefmetaol djeluju na B.fragilis. Koriste se u lijeCenju infekcija respiratornog trakta. Treca
generacija cefalosporina slabije djeluje na Gram pozitivnhe koke od prve generacije, ali je
puno aktivnija protiv Enterobacteriaceae, ukljucujuci sojeve koji proizvode [B-laktamazu.
Ceftazidin i cefoperazon su djelotvorni protiv P.aeruginosa, ali slabije djeluju od ostalih

cefalosporina treée generacije na Gram pozitivne koke. Cetvrta generacija (cefepim) ima
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prosiren spektar djelovanja u usporedbi s treCom generacijom i otporniji su na hidrolizu B-
laktamazama. Osobito je djelotvorna u empirijskom lijeCenju ozbiljnih infekcija u
hospitaliziranih pacijenata kad nije poznat uzro¢nik (Gram pozitivne bakterije,
Enterobacteriaceae, Pseudomonas). Koriste se u lijeCenju ozbiljnih infekcija kojima je
uzro¢nik Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Providencia, Serratia i Haemophilsu spp.
Lijekovi su izbora u lijeCenju meningitisa uzrokovanog H.influenzae, osjetljivog
S.pneumoniae, N.meningitidis. Nijedan cefalosporin ne djeluje na penicilin rezistentni
S.epidermidis i ostale koagulaza negativne stafilokoke (Enterococcus, L. monoctogenes,
Legionella pneumophila, L. micdadei, C. difficile., Xanthomonas maltophilia, Campylobacter

jejuni, Acinetobacter spp.) (Brunton i sur., 2008).

1.4.2. Mehanizam djelovanja
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Slika 17: SINTEZA STANICNE STIJENKE BAKTERIJA: 1. povezivanje NAM-a i tripeptida L-Ala-D-Glu-L-Lys. 2.

Racemizacija L-Ala u D-Ala (L-Ala racemaza). 3. Nastajanje D-Ala-D-Ala dipeptida (D-Ala-D-Ala ligaza). 4. Vezanje
dipeptida na NAM-tripeptid 5. Vezanje NAM-pentapeptida na lipidni nosa¢ koji ih prenosi kroz stani¢nu membranu
do vanjske povrsine bakterije. 6. Povezivanje NAM-pentapeptida i NAG-a. 7. Vezanje pentaglicinskog mosta na L-
Lys. 8. Vezanje disaharidnih jedinica u rastu¢i peptidoglikan (transglikozidaza). 9. Poprecno povezivanje peptidnih

lanaca (transpeptidaza) (preuzeto iz: www.moodle.srce.hr).

Mehanizam djelovanja cefalosporina analogan je mehanizmu djelovanja penicilina. Vezu se u

aktivno mjesto transpeptidaze esterskom vezom te ireverzibilno inhibiraju taj enzim, ¢ime je
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sprijeGeno daljnje popreéno povezivanje peptidnih lanaca S§to uzrokuje lizu stanice

(baktericidno djelovanje).
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Slika 18: Zbog strukturne sli¢nosti s D-alanin D-alanin ostatkom na NAM podjedinicama peptidoglikana
ireverzibilno se veZu za aktivno mjesto (Ser403) na PBP s transpeptidaznom aktivnosti i sprjecavaju transpeptidaciju.
Hidroliti¢ko uklanjanje zavr$nog alanina daje potrebnu energiju za transpeptidaciju (preuzeto iz:

www.doctorlib.info).
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1.4.3. Spektar djelovanja

Cefiksim je baktericid otporan na hidrolizu B-laktamazama, ima mehanizam djelovanja trece
generacije cefaloporina, ali neke Enterobacteriaceae su manje osjetljive na cefiksim.
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis i Neisseria gonorrhoeae su osjetljive,
ukljucujuéi i sojeve koji produciraju B-laktamazu. Od Gram pozitivnih bakterija, streptokoki
su osjetljivi na cefiksim dok veéina sojeva stafilokoka, enterokoka i Listeria spp. nisu.
Enterobacter spp., Pseudomonas aeruginosa i Bacteroides spp. su rezistentni na cefiksim
(Brunton i sur., 2008)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

U posljednjih se desetak godina velika pozornost posvecuje razvoju novih terapijskih sustava
temeljenih na nanocesticama. Konvencionalni sustavi imaju brojna ogranicenja koja se mogu
nadvladati primjenom novih terapijskih sustava koji omogucuju ciljano djelovanje lijekova,
vecu bioraspolozivost te smanjenje nuspojava. Ciljana isporuka lijeka na sluznice, odnosno

lokalno djelovanje lijeka imperativ je koji se Zeli posti¢i.

Mukozne membrane nalaze se u brojnim dijelovima tijela kao $to su o€i, respiratorni trakt,
gastrointestinalni trakt i reproduktivni sustav. Konvencionalne nanoc¢estice u mukozi ostaju
zarobljene zbog adherencije ili sterickih smetnji te se brzo eliminiraju mukocilijarnim
klirensom. Prisutnost mukoznih sluznica na membranama ovih sustava u mnogim sluc¢ajevima
je prepreka za isporuku lijeka. Mukoadhezivni oblici nanocestica omogucuju dostavu lijeka

na mjesto primjene bez sistemske apsorpcije i nuspojava te produljeno djelovanje lijekova.

Gantrez AN, kopolimer metil vinil etera i anhidrida maleinske kiseline (PVM/MA), kao
biokompatibilni materijal pogodan je za pripremu bioadhezivnih nanocestica. Razvoj
bioadhezivnih oblika dostave lijekova trenutno je u interesu i konvencionalne terapije i novih

terapijskih sustava.

Cilj ovog istrazivanja bio je prirediti mukoadhezivne nanocestice s cefiksimom, optimirati
uvjete pripreme te ispitati njihova fizikalna svojstva i uklapanje lijeka u nanocestice.
Mukoadhezivne nanocCestice pripremljene su metodom jednostavne desolvacije [
karakterizirane mjerenjem zeta potencijala i veli¢ine Cestice te uklapanja lijeka. Takoder je

proveden razvoj i validacija HPLC metode koristene u eksperimentalnom dijelu rada.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Materijali

Koristene supstancije i otopine:

e GANTREZ AN-169 polimer (Ashland Industries Europe GMBH)

e Cefiksim trihidrat (Berlin-Chemie Menarini d.0.0.)

e Aceton (Sigma)

e Acetonitril (Chromasolv®, Sigma)

e Aqua purificata

e 10 mmol otopina NaCl

e Glukoza monohidrat (Kemig d.o.0.)

e Laktoza monohidrat (Kemig d.o.0.)

e 5 %-tna otopina laktoze (priredena otapanjem 5 g laktoza monohidrata u 100 mL
prociscene vode)

e 5 %-tna otopina glukoze (priredna otapanjem 5 g glukoza monohidrata u 100 mL

prociscene vode)
Instrumenti i pribor:

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

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

e HPLC kolona capcell pack C-18, dimenzija 250 x 4.6 mm, veli¢ina zrnaca 5 pm
(Kinetex, Phenomenex, SAD)

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

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

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

e liofilizator (alpha-1.4, Christ Martin, Njemacka)

e Biofuge centrifuga (Heraus, Njemacka)

e analiticka vaga (Mettler Toledo, Njemacka)

e vorteks Vibromix, mijesalica za epruvete (Fisher Scientific, SAD)
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3.2. Metode
3.2.1. Priprema nanocestica

Nanocestice sa uklopljenim cefiksimom pripemljene su metodom jednostavne desolvacije.
Preparacije su radene u duplikatu. 200 mg GANTREZ-a otopljeno je u 4 mL acetona u tikvici
okruglog dna, nakon §to se polimer otopio dodana su jo§ 2 mL acetona. 20 mg cefiksima
otopljeno je u 4 mL acetona. Otopina lijeka dodana je otopini polimera uz mijeSanje 1 minutu.
Zatim je kap po kap, uz mijesanje 800 okretaja u minuti, dodavano 10 mL, 20 mL, 30 mL i 50
mL vode. Tako priredene disperzije uparavane su pomocu rotiraju¢eg vakuum uparivaca
(Buchi Rotavapor R-200) do potpunog otparavanja acetona. Tijekom uparavanja, uzorci su
termostatirani u vodenoj kupelji na temperaturu od 40 °C. Nakon uparavanja se uzorak

prenese u odmjernu tikvicu od 25 mL koju se nadopuni do oznake.

Slika 19: Metoda pripreme nanotestica (preuzeto iz: www.elsevier.es)

300 pL uzorka se razrijedi i koristi za odredivanje veli¢ine nanoCestica i zeta potencijala.
Uzorak se zatim prenese u epruvetu za centrifugiranje i centrifugira pri 4 °C na 18 000 g
tijekom 20 minuta. 2 mL supernatanta prenese se u eppendorf epruvete te zamrzne do analize
uklapanja lijeka. Talog se nakon centrifugiranja resuspendira sa 5 mL 5 %-tnih otopina
krioprotektanata glukoza monohidrata i laktoza monohidrata (Aumn | Bowmn), uzorci se
zamrznu do liofilizacije. Nakon liofilizacije nanocestice se redispergiraju u vodi i odredi im se

veli¢ina i zeta potencijal.
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3.2.2. Odredivanje veli¢ine nanocestica

Srednji promjer i indeks polidisperznosti nanocestica odreden je foton korelacijskom
spektroskopijom (photon correlation spectroscopy, PCS) na uredaju Zetasizer 3000HS
(Malvern instruments, Malvern, Velika Britanija). Foton korelacijska spektroskopija temelji

se na nasumi¢nom kretanju Cestica u tekuéini ili plinu (Brownovo gibanje). Kretanje tih

kB XT
6mnR

Cestica opisuje Stokes-Einstein jednadzba: D= Difuzija (D) jednaka je produktu

Boltzmannove konstante (ks) podijeljenim sa hidrodinami¢kim promjerom cCestica (R) i
viskozno$¢u otapala (n). Vece cestice imaju manji koeficjent difuzije. Laser (HeNe)
svjetlo§¢u poznate valne duljine obasjava uzorak razrijeden u otopini, rasprSena svjetlost
dolazi do detektora koji koriste¢i razne matematicke algoritme odreduje raspodjelu veliCine

Cestica uzorka (Www.pssnicomp.com).
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Slika 20: Prikaz principa rada foton korelacijskog spektroskopa (preuzeto iz: www.slideplayer.com)

Uzorci za mjerenje foton Kkorelacijske spektroskopije moraju se sastojati od dobro
dispergirane faze u suspendiraju¢em mediju. Mora postojati razlika izmedu indeksa refrakcije
disperzne faze i medija, a indeks refrakcije otapala mora biti poznat. Viskoznost na odredenoj
temperaturi mora biti poznata (temperaturni raspon od 10 do 60 °C). Otapalo mora biti €isto,

filtrirano kroz membranske filtere (Malvern Instruments, 2013).

Uzorak za ispitivanja veli¢ine nanocestica pripremljen je uzimanjem 300 puL otopine uzorka

nakon uparavanja 1 dodatkom 10 mL 10 mmol otopine NaCl (sprijeCava agregaciju Cestica
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prilikom mjerenja) koja je prethodno filtrirana kroz filtere Minisart veli¢ine pora 0,45 um

(Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goettingen, Njemacka). Mjerenje je provedeno na 25 °C.

3.2.3. Odredivanje zeta potencijala nanocestica

Zeta potencijal mjeren je na uredaju Zetasizer 3000HS (Malvern instruments, Malvern, Velika
Britanija). Vecina otopina sadrzi ione, katione i anione. Kada je dispergirana Cestica nabijena
(bilo pozitivno ili negativno) ona ¢e privlaciti ione suprotnog naboja na svoju povrsinu. loni
suprotnog predznaka koji se nalaze blizu povrSine nabijene Cestice bit ¢e snazno vezani,
neposredno uz njih je sloj suprotno nabijenih iona koji ¢ine Sternov sloj. Ioni Koji su udaljeni
od povrsine nabijene Cestice slabije su vezani i tvore difuzijski sloj (Gouy-Chapmanov sloj).
Kada nabijene dispergirane Cestice stavimo u elektri¢no polje one putuju prema elektrodi
suprotnog predznaka, i ta se pojava naziva elektroforetskom pokretljivoséu. Zajedno s
Cesticom giba se 1 Sternov sloj te dio ,,vezanih® molekula otapala, odnosno mali volumen
medija odijeljen od ostalih molekula otapala plohom smicanja. Potencijal na udaljenosti te
plohe smicanja zove se elektrokineticki ({) zeta potencijal. { potencijal vazan je jer se moze
veoma lako odrediti iz elektroforetske pokretljivosti Cestica, a o njemu i naboju na povrsini
dispergirane faze ovisi stabilnost disperzija (JalSenjak i sur., 1998). Poznavanje zeta
potencijala nanoCestica moze pomo¢i predvidjeti sudbinu nanocestica u in vivo uvjetima te
stabilnost tijekom skladiStenja. Ako sve Cestice u uzorku imaju velik negativni ili pozitivni
zeta potencijal teZit ée medusobnom odbijanju, stoga neée doéi do agregacije ¢estica. Cestice
sa zeta potencijalom pozitivnijim od +30 mV i negativnijim od -30 mV obi¢no se smatraju

stabilnim (Laouini i sur., 2012).
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Distance from particle surface

Slika 21: Prikaz nabijene ¢estice u elektri¢nom polju (preuzeto iz: Malvern Instruments, 2013).
Zeta potencijal se moze myjeriti kombinacijom elektroforeze i Laser Doppler Velocimetry
(LDV). Ova metoda mjeri koliko se brzo Cestica krece u otapalu kad se nalazi u elektricnom
polju. Kada znamo brzinu kretanja Cestice u elektricnom polju i1 jacinu primjenjenog
elektricnog polja, mozemo pomocu poznatih konstanti (viskoznost i dielektri¢na konstanta)

odrediti zeta potencijal.
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Slika 22: Laser Doppler Velocimertry opti¢ki sistem (preuzeto iz: www.velocimetry.net).

Kalibracija uredaja provedena je upotrebom standardne otopine (Zeta Potential Transfer
Standard, Malvern Instruments, Malvern, Velika Britanija) ¢iji zeta potencijal iznosi -42 + 4,2
mV. Uzorak za odredivanje zeta potencijala pripremi se uzimanjem 300 pL uzorka nakon
uparavanja te se doda 10 mL 10 mmol otopine NaCl koja je prethodno filtrirana kroz filtere
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Minisart veli¢ine pora 0,45 pm (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goettingen, Njemacka).

Uzorak je injektiran u kolonu instrumenta i izvrSeno je mjerenje zeta potencijala.
3.2.4. Odredivanje sadrzaja cefiksima

Za detekciju i odredivanje sadrzaja cefiksima u uzorcima koristila se tekuéinska
kromatografija visoke djelotvornosti (high performance liquid chromatography, HPLC).
Mjerenja su provedena na uredaju Shimadzu LC — 10 AD (Kyoto, Japan) koriste¢i C18

kolonu obrnutih faza (Kinetex, Phenomenex). Uvjeti kromatografske analize bili su sljedeci:

e Mobilna faza: acetonitril s fosfatnim puferom (0,01M) u omjeru 70:30; pH 7,5
e Protok mobilne faze: 1,2 ml/min

e Temperatura: 40°C

e Valna duljina detekcije: 287 nm (UV-VIS detektor)

Prije injektiranja uzoraka na kolonu svaki uzorak filtriran je kroz filtere veli¢ine pora 0,22 um

kako bi se izbjegla bilo kakva moguénost ostecenja kolone..

HPLC (tekué¢inska kromatografija visoke djeotvornosti) je visoko efikasna razdjeljna
kromatografija koja se u 75 % primjena danas koristi kao kromatografija obrnutih faza.
Osnovni konstitucijski dijelovi u HPLC kromatografu su rezervoar za otapala pokretne faze,
pumpa, injektor, po moguénosti predkolona, kolona za odjeljivanje i detektor (slika 24)
(Luterotti, 2002).

predikolona

komora za
mijedanie - rtva
otapala Nl
|

/lﬂ\ kolona
f

=== = imi

spremici [

otapala sustay
e

Slika 23: Shematski prikaz HPLC kromatografa (preuzeto iz: Luterotti, 2002).
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HPLC metoda koristi se za odredivanje oneciS¢enja u farmaceutskim tvarima, za
kvantitativnu analizu farmaceutskih tvari i gotovih proizvoda, pracenje stabilnosti ljekovitih
tvari, pracenje oslobadanja ljekovite tvari iz farmaceutskog oblika. Kromatografske metode u
kvantitativnoj analizi zahtijevaju upotrebu kemijskih poredbenih tvari. Odredivanje sadrzaja
kromatografskim tehnikama moze se provesti metodom s vanjskim standardom, metodom s
unutrasnjim standardom te postupkom kalibracije. U postupku kalibracije se upotrebljava
koncentracijski niz poredbenih otopina. Kalibracijska krivulja se dobiva mjerenjem niza
poredbenih otopina razli¢itih koncentracija za koje je odnos povrsSine pikova i koncentracije
linearan. Pomocu kalibracijske krivulje se iz izmjerene povrsine pika ispitivane tvari izraCuna

sadrzaj ispitivane tvari (Nigovi¢ i sur., 2014).

3.2.5. Ispitivanje uklapanja cefiksima u nanocestice

Ispitivanje uklapanja lijeka u nanocestice provedeno je pomo¢u HPLC metode. Iz dobivenih
povrsina ispod pika (AUC) uzorka uz pomo¢ kalibracijskog pravca dobivena je koncentracija
cefiksima u uzorku. Uzorci za ispitivanje uklapanja lijeka u nanocestice uzeti Su nakon
centrifugiranja (2mL supernatanta). Iz omjera pocetne koncentracije cefiksima otopljenog u
acetonu 1 koncentracije cefiksima nakon formiranja nanocestica dobije se postotak uklapanja

lijeka u nanocestice.

¢ (uzorak nakon centrifugiranja)] x 100

Postotak uklopljenog lijeka = [1-

c(cefiksima u acetonu)
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4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Izrada bazdarnog dijagrama

Mati¢na otopina pripremljena je otapanjem 5,55 mg cefiksima u 50 mL mobilne faze (ACN:
0,05 M KzHPO4, 70:30). Razrijedivanjem mati¢ne otopine s mobilom fazom dobivene su
otopine razli¢itih koncentracija, redom od 10,10 pg/mL, 20,20 pg/mL, 30,30 pg/mL, 40,40
pg/mL, 50,50 pg/mL, 83,25 pg/mL i 111,00 pg/mL. Za svaku je otopinu kromatografski
odredena povrsSina ispod krivulje (AUC) u triplikatu, uzastopno dva dana pri valnoj duljini
izraden je kalibracijski pravac (slika , y = AUC, povrsina ispod krivulje; x = ¢ (ug/mL),
koncentracija lijeka). Dobivena je jednadzba kalibracijskog pravca (y = 60948x-21809)
pomocu koje su na osnovu dobivenih vrijednosti AUC tijekom analize uklapanja lijeka u

nanocestice izracunavane koncentracije cefiksima u uzorcima.

8.0x10%
- 25.11.16.
€ 27.11.16.
6.0x10%
=
Q4.0x105
<
2.0x10%
0 20 40 60 80 100 120

c/(ng/mL)

Grafi¢ki prikaz 1: Kalibracijski pravac cefiksima u sustavu acetonitril i KH2PO4 u omjeru 70:30 izmjeren na 287 nm
u dva uzastopna dana

Validacija analitickog postupka utvrduje prikladnost ispitivanog analitickog postupka za

odredenu primjenu. Validacija analitickog postupka jamc¢i da ¢e se u propisanim uvjetima
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njegove primjene dobiti valjani rezultati. Prema regulatornim zahtjevima Dobre proizvodacke
prakse (GMP) i Dobre laboratorijske prakse (GLP) postupci validacije analitickih postupaka
postali su obveza. Postupci provodenja validacije analitickih metoda propisani su ICH
smjernicom Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology Q2 (R1), 2006.
Analiticke znaCajke koje se odreduju postupkom validacije su: preciznost,
specificnost/selektivnost, granica dokazivanja, granica odredivanja, linearnost i radno
podrudje, toc¢nost 1 izdrzljivost (otpornost). Analiticki postupak se razvija i validira sve dok
validacijski parametri ne zadovolje zahtjeve predvidene odredenim propisima. Analiticki
postupak treba detaljno opisati kako bi ga svaki analiti¢ar mogao ponoviti. Opis analitickog
postupka ukljucuje pripravu uzorka, poredbenih tvari i reagensa, opis mjernih uredaja i

instrumentalnih parametara analize, kao i primjenu formula za izraCunavanje rezultata analize.

Preciznost analiticke metode izrazava podudaranje izmedu niza ponovljenih mjerenja
dobivenih visestrukim uzorkovanjem istog homogenog uzorka pod propisanim uvjetima. S
obzirom na uvjete ispitivanja, preciznost se moze iskazati kao ponovljivost (engl.
repeatability), srednja preciznost (engl. intermediate precision) i obnovljivost (engl.
reproducibility). Ponovljivost oznacava podudaranje rezultata dobivenih istom metodom pod
istim uvjetima u kratkom vremenskom intervalu. Srednja preciznost oznacava odstupanje
rezultata dobvenih pod razli¢itim uvjetima u istom laboratoriju (razli¢iti dani, analitiCari,
instrumenti, kolone, reagensi). Obnovljivost oznacava odstupanje rezultata dobivenih u
razli¢itim laboratorijima. Preciznost se izrazava statistickim veli¢inama kao standardno
odstupanje (SD), relativno standardno odstupanje (RSD, %) ili raspon pouzdanosti oko
srednje vrijednosti. Ovim validacijskim parametrom se ispituje hoc¢e li metoda nakon razvoja
davati iste rezultate tijekom uporabe u laboratoriju. Podaci o dnevnoj i medudnevnoj
preciznosti za razvijenu metodu prikazani su u Tablici 6. i 7. te dobivene vrijednosti

zadovoljavaju postavljene zahtjeve.
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o(CEX)pgmL? | AUC, AUC; AUC; Vﬁ;gg?}{;t SD | RSD (%)
5,55 337479,8 | 336029,6 | 3207394 | 3314163 | 92748 2,80
11,10 651331,5 | 672957,5 | 6618497 | 6620462 | 108143 | 1,63
22,20 1341166,9 | 1349074,9 | 1300985,3 | 1330409,0 | 25786,6 | 1,94
33,30 2011931,0 | 19618614 | 2011986,5 | 1995259,6 | 289237 | 1,45
44,40 2625513,7 | 2637090,1 | 2623844,8 | 2628816,2 | 7213,8 0,27
55,50 3362178,5 | 33846535 | 33329825 | 33599382 | 250082 | 0,77
83,25 5155512,8 | 5016973,2 | 4983014,8 | 5051833,6 | 91380,1 | 1,81
111,00 6832361,5 | 6711045,2 | 6762865,5 | 6768757,4 | 608724 | 0,90

o(CFX)/ pg mL- AUC Srednja D RDC(%)

! Dan 1 Dan 2 vrijednost

5,55 331416,3 332900,8 3321631 1056,1 0,3

55,50 33599382 | 33419234 | 3350930,8 127383 0,4

111,00 67687574 | 66775734 | 67231654 64476,8 1,0

Specifi¢nost analiticke metode je njezina sposobnost da razlikuje ispitivani analit od ostalih
komponenti uzorka pri odredenim uvjetima ispitivanja. Optimirati metodu tako da ona
prepoznaje samo odredeni analit je jako teSko, stoga se u praksi ¢eS¢e govori o selektivnosti
analiticke metode. Selektivnost je moguénost metode da to¢no odredi Zeljeni analit u
prisutnosti ostalih komponenti uzorka, oneciS¢enja, razgradnih produkata, pomoc¢nih tvari,
odnosno matrice uzorka. Ispitivanje selektivnosti analitiCcke metode za odredivanje sadrzaja ili
Cistoce provodi se dodatkom oneciS¢enja ili pomoc¢nih tvari Cistoj tvari. Specifi¢nost
odredivanja lijeka osigurana je odabirom valne duljine (289 nm) pri kojoj se provodila

detekcija analita, a koja odgovara apsorpcijskom maksimumu cefiksima.

Linearnost analiticke metode je parametar koji predstavlja sposobnost metode da u
odredenom intervalu daje rezultate koji su izravno proporcionalni koncentraciji analita u
uzorku. Linearnost metode se odreduje mjerenjem tri do Sest puta primjenom najmanje pet
razli¢itih koncentracija analita. Dobivena Kkalibracijska krivulja predstavlja ovisnost
analitickog signala o koncentraciji analita, a linearnost se izrazava koeficjentom korelacije

regresijskog pravca (k) koji treba biti ve¢i od 0,999. Linearnost metode za odredivanje
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sadrzaja cefiksima izrazena je koeficjentom korelacije regresijskog pravca, a on iznosi R =

0,9997. Razvijena metoda pokazuje linearnost u rasponu koncentracija od 0 do 110 pg/mL.

koeficijent odsiotak na granica granica. radno
bazdarnog oi dinati linearnost | dokazivanja | odredivanja | podrucje
pravea (hg/ml) | (ugimL) | (ug/ml)
60948+226,6 -21809+12194 0.9997 0.60 2.00 5.00-110.00

Radno podrudje je raspon izmedu gornje i donje koncentracije analita u uzorku unutar
kojega primjenjena analiticka metoda ima zadovoljavajucu to¢nost, preciznost i linearnost.
Preporuceno radno podrucje za odredivanje sadrZaja aktivne tvari je od 80 do 120 %. Radno
podrug¢je razvijene metode je u rasponu od 5,00 do 110,00 pg/mL, §to odgovara postavljenim

zahtjevima.

To€nost analiticke metode oznacava podudaranje srednje vrijednosti dobivenih rezultata s
referentnim vrijednostima. Za utvrdivanje to¢nosti provode se najmanje tri mjerenja uzorka za
najmanje tri koncentracije unutar radnog podrucja metode. Odstupanje od stvarne vrijednosti

izraZava se kao analiti¢ki prinos (engl. recovery).

Granica dokazivanja (engl. limit of detection, LOD) je najniza koncentracija analita koja se
pri zadanim uvjetima analiticke metode moZe dokazati, ali ne 1 to€no odrediti. Granica
dokazivanja odredena je iz prikazane jednadzbe gdje o oznafava standardnu devijaciju

odgovarajuceg broja mjerenja signala slijepog uzorka, a a nagib kalibracijskog pravca.

3Xo
LOD = —
a

Granica odredivanja (engl. limit of quantitation, LOQ) je najniZa koncentracija analita koju

je moguce odrediti s prihvatljivom to¢noSc¢u i precizno$¢u pri propisanim uvjetima analiticke
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metode. Granica odredivanja odredena je iz prikazane jednadzbe gdje o oznacava standardnu
devijaciju odgovaraju¢eg broja mjerenja signala slijepog uzorka, a a nagib kalibracijskog

pravca.

10xo

LOQ =

Vrijednosti LOD i LOQ nalaze se u Tablici 8. te odgovaraju namjeni analiticke metode.

Izdrzljivost/otpornost (engl. robustness) analiticke metode je mjera sposobnosti metode da

ostane nepromijenjena pri malim, namjernim promjenama uvjeta metode.

4.2. Fizikalne karakteristike nanocestica

Nanocestice su pripremljene metodom jednostavne desolvacije polimera kako je opisano u
poglavlju 3.2.1. Fizikalna svojstva nanocestica: veli¢ina, indeks polidisperznosti i zeta-
potencijal odredeni su fotonsko korelacijskom spektroskopijom (photon correlation
spectroscopy, PCS). Rezultati su prikazani u Tablici 9. Prema dobivenim podacima veli¢ina
nanocestica krece se od 138,3 nm do 145,1 nm s vrlo niskim indeksom polidisperznosti od
0,035 do 0,061. Raspon veli¢ina nanocCestica pripremljenih uzoraka je u skladu s ranije

objavljenim podacima.

uzorak omjer vodene i d/nm PDi Z (mV) % uklapanja
organske faze

1. 1:1 138,3+2,7 0,035 -42,0+2,3 9,41+2,17

2. 1:2 143,637 0,039 -43,1+0,9 10,11+2,90

3. 1:3 145,145,3 0,061 -41,4+2 4 15,10+0,87

4, 1:5 144,6%2,6 0,042 -41,7+1,4 5,25+1,35
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4.3. Utjecaj dodatka razli¢itih volumena vode preparaciji nanocestica

Postupak pripreme nanocestica opisan je u poglavlju 3.2.1. Nakon dodatka 10 mL, 20 mL, 30
mL i 50 mL vode dobivene su razli¢ite vrijednosti veli¢ine nanocestica, polidisperznosti, zeta

potencijala i postotka uklapanja cefikima u nanocestice.

1801 . -0.15
3 d(nm) 3 PDi
150
e il = l T
1201 -0.10
Ego- 9
= =
60 - 0.05
304
0 T T r T 0.00
1:1 1:2 1:3 1:4

udio organske faze i vode

Grafi¢ki prikaz 2: Utjecaj omjera organske i vodene faze na veli¢inu i polidisperznost (Pdi) pripremljenih nanocestica
s cefiksimom

Iz Grafickog prikaza 2. moze se zakljuciti da je veli¢ina nanoCestica u blagom porastu
povecanjem omjera organske i vodene faze, no ove varijacije veli¢ine nanocestica nisu od
statisticCkog znacaja. Takoder, porast je vidljiv 1 u indeksu polidisperznosti, odnosno

raznovsnosti veli¢ina dobivenih Cestica.

Zeta potencijal dobivenih nanocCestica blago varira dodatkom razli¢itih volumena vode u
sustav (Graficki prikaz 3.). Ono $to je bitno, uvijek je manji od -30 mV §to znaci da neée doci
do agregacije nanoCestica. Naime, smatra se da su Cestice koje imaju zeta potencijal

negativniji od -30 mV ili pozitivniji od +30 mV stabilne (Laouini i sur., 2012).
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Graficki prikaz 3: Utjecaj omjera organske i vodene faze na zeta potencijal ({) pripremljenih nanocestica s
cefiksimom

Prema grafickom prikazu 5., u€inkovitost uklapanja cefiksima u nanocestice ovisi uvelike o
koli¢ini dodane vode u preparaciju. Kao $to je u poglavlju 1.4.1. opisano, cefiksim je slabo
topljiv u vodi te umjereno topljiv u acetonu, stoga njegova topljivost ovisi o udjelu acetona u
smjesi s vodom. Iz grafickog prikaza 4. moze se zakljuciti da topljivost cefiksima raste $to je
udio acetona u smjesi s vodom vec¢i. Dodatkom vece koli¢ine vode u formulaciju cefiksim
ostaje otopljen u organskoj fazi, a Gantrez AN polimer dodatkom vode u organsku fazu
,bjezi“ od molekula vode i spontano formira nanocestice. Prema dobivenim rezultatima
najvece uklapanje cefiksima u nanocestice postignuto je pri 1:3 omjeru organske i vodene
faze. Pri omjeru organske i vodene faze 1:4, uklapanje lijeka je znatno niZe, §to je posljedica
najvjerojatnije veceg zaostajanje otopljenog cefiksima u maticnici. lako je topljivost lijeka u
sustavima s visokim udjelom vode relativno niska, relativno veliki volumen vodene faze (50
mL) osigurava otapanje znacajne frakcije cefiksima te je stoga njegovo uklapanje u

anhidridne nanocestice nize.
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Graficki prikaz 4: Utjecaj volumnog udjela acetona u smjesi s vodom na topljivost cefiksima pri sobnoj temperaturi.
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Graficki prikaz 5: Utjecaj omjera vodene i organske faze pri izradi na uc¢inkovitost uklapanja cefiksima u
nanocestice.

4.4. Utjecaj postupka liofilizacije na fizikalna svojstva nanocestica

Uzorci uzeti nakon centrifugiranja (resuspendirani talog u otopini krioprotektanta) podvrgnuti

su procesu liofilizacije. Liofilizacija ili suSenje smrzavanjem je postupak suSenja koji se
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provodi za tvari nestabilne u vodenom mediju (antibiotici, proteini, hormoni, vitamnini,
cjepiva, krvna plazma, biotehnoloski lijekovi). Materijal osuSen smrzavanjem je porozan,
amorfan, velike specificne povrSine i higroskopan, kao takav je lako topljiv u vodi
(,liofilan*). Liofilizacija se temelji na sublimaciji vode, odnosno izravhom prijelazu leda u
vodenu paru ispod trojne tocke. U trojnoj su tocki sva tri agregatna stanja u ravnotezi,
karakteristi¢na je za svaku supstanciju, a za vodu je pri tlaku 0,61 kPa (4,58 mm Hg) i
temperaturi 273,16 K (0,01 °C). Iznad trojne toCke ravnoteza postoji izmedu leda i vode
(taljenje — smrzavanje) te vode i pare (isparavanje — ukapljivanje). U podruc¢ju ispod trojne
tocke u ravnotezi su led i vodena para. Vlazna tvar ili njezina otopina zamrzne se uz snizeni
tlak pri niskoj temperaturi u liofilizatoru. Temperatura mora biti niza od eutekti¢ne tocke

smjese vode 1 tvari koja se liofilizira (JalSenjak i sur., 1998).

100 % A 100% B

Slika 24: Fazni dijagram (ovisnost parcijalnog tlaka vodene pare o temperaturi) (lijevo), binarni dijagram eutekti¢ne
smjese (desno) (preuzeto iz: www.wow.com)

Temperatura taliSta bilo kojeg sustava smjese niza je od taliSta pojedinih Cistih supstancija.
Eutekti¢na temperatura je najniza temperatura taljenja i odgovara eutekti¢nom sastavu smjese.
Tek kad se temperatura spusti ispod taliSta eutektikuma kristaliziraju obje supstancije. Pri
liofilizaciji se Zeli izbje¢i voda pa se proces provodi pri temperaturama nizim od -30 °C jer
voda stvara ecutektiCne smjese sa supstancijama koje se liofiliziraju, a temperature
eutektikuma se kreéu od -20 °C do -30 °C. U liofilizatorima voda sublimira pri niskim
tlakovima (vakuum) reda veli¢ine 1,33 do 133 Pa. Sublimirana vodena para uklanja se iz
prostora iznad tvari koju treba susSiti kemisorpcijom, adsorpcijom ili kondenzacijom na
ohladenim povrSinama. Za vrijeme liofilizacije potrebno je dovoditi toplinu sustavu jer se ona
troSi (toplina sublimacije analogna je latentnoj toplini isparavanja) (JalSenjak 1 sur., 1998).
Proces se provodi u tri koraka. Prvi korak je smrzavanje pri odredenoj temperaturi. Postoje

razli¢ite tehnike smrzavanja (programirano smrzavanje, koristenje unaprijed ohladenih polica,
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anealiranje, smrzavanje uranjanjem u tekuci dusik ili propan). Zatim se materijal susi pri
temperaturi od -40 °C u materijalu i -60 °C na povrs$ini kondenzatora. Taj se korak jo§ naziva
primarno susenje, u kojem dolazi do sublimacije vode. Budu¢i da je sublimacija proces koji se
odvija na povrSini smrznute krutine jako je spor (priblizno 1 mm debljine leda sublimira po
satu). Zavrsni korak je naknadno suSenje pri povisenoj temperaturi i do 40 °C uz vakuum,
odnosno sekundarno susenje. Desorpcija (sekundarno susenje) proces je uklanjanja molekula
vode adsorbiranih na povrsini liofilizata, a traje tre¢inu do polovinu trajanja primarnog
suSenja. Smrzavanjem pri viSim temperaturama nastaju veci kristali koji brze sublimiraju pa je
primarno suSenje krace, a sekundarno suSenje duze. Obrnuto, smrzavanjem pri nizim
temperaturama nastaju manji kristali koji stvaraju manje pore pa je primarno susenje sporo, a
sekundarno je brze zbog vece poroznosti. Za pripravke parenteralne namjene cijeli se proces
liofilizacije provodi asepticki jer se materijal ne moze naknadno sterilizirati (JalSenjak i sur.,

1998).

Proces liofilizacije ne smije utjecati na svojstva nanocestica (veliina, polidisperznost,
povrSinski naboj, sadrzaj i1 aktivnost djelatne tvari). Liofilizacija je stres koji moze
destabilizirati koloidnu suspenziju nanocestica (fuzija i udruzivanje nanocestica, mehanicki
stres kristalima leda), stoga se suspenzijama nanocestica dodaju krioprotektanti koji Stite
nanocestice od stresa pri smrzavanju te lioprotektanti koji ih Stite od stresa izazvanog
suSenjem. NajceS¢i krioprotektanti su Seceri: trehaloza, saharoza, glukoza, fruktoza (JalSenjak
i sur., 1998). Ovi Sec€eri vitrificiraju pri odredenoj temperaturi, Tg" (Pikal, 1999; Franks,
1982). Imobilizacija nanocestica unutar staklene matrice krioprotektanta Stiti ih od agregacije
1 mehanic¢kog stresa ledenih kristala. Smrzavanje se mora provesti ispod Tg' ili ispod Teu

(eutekti¢na temperatura kristalizacije) (Tang i Pikal, 2004).
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Slika 25: Fazni dijagram binarnog sustava sukroza-voda koji pokazuje Tg" (preuzeto iz: Abdelwahed i sur., 2006).

Postupak liofilizacije, kao $to je ranije opisano u poglavlju, ne smije utjecati na svojstva
nanocestica kao §to su velicina, povrSinski naboj, polidisperznost, sadrzaj i aktivnost djelatne
tvari. Stoga, nakon postupka smrzavanja susenjem ponovno su ispitivana svojstva nanocestica
da bi se utvrdilo je li postupak liofilizacije utjecao na svojstva nanocestica. Buduci da su
koriStena dva razlicita krioprotektanta, takoder su se dobiveni rezultati promatrali i u pogledu
bolje ucinkovitosti krioprotektanta. Dobiveni rezultati prikazani su na grafi¢kom prikazu 6. Iz
dijagrama se moze vidjeti da je nakon postupka liofilizacije doSlo do porasta veliine
nanocestica u svim preparacijama, u odnosu na krioprotektant veci porast veli¢ine vidljiv je
pri koristenju laktoze (laktoza monohidrat, LMH) kao krioprotektivnog sredstva. Indeks
polidisperznosti (PD1i) takoder je porastao nakon postupka liofilizacije u svim preparacijama,
znatan porast indeksa polidisperznosti uoCen je u preparacijama u kojima je kao
krioprotektivno sredstvo koriStena laktoza (laktoza monohidrat, LMH). Nadalje, doslo je do
znaajnih promjena i u zeta potencijalu Cestica nakon procesa liofilizacije. S obzirom na
reaktivnost anhidridnih polimera, moze se zakljuciti da je tijekom procesa smrzavanja doslo
do vezanja Secera koriStenih kao krioprotektanti na povrSinu Cestica, uslijed Cega su se
promijenila i svojstva povrsine nanocestica. 1z dobivenih rezultata moze se zakljuditi da je
glukoza (glukoza monohidrat, GMH) bolji krioprotektant od laktoze (laktoza monohidrat,

LMH), no svakako bi trebalo uzeti u obzir i druge krioprotektante, primjerice glicin.
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Grafi¢ki prikaz 6: Utjecaj postupka susenja smrzavanjem te punila glukoe (GMH) i laktoze (LMH) na veli¢inu,
polidisperznost (PDi) i zeta potencijal ({) pripremljenih nanocestica s cefiksimom.
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5. ZAKLJUCCI

Temeljem svih provedenih ispitivanja i obradom dobivenih rezultata, iz ovog istrazivanja

moguce je izvesti sljedece zakljucke:

e Metoda jednostavne desolvacije polimera pokazala se vrlo u¢inkovitom za dobivanje
nanocestica u laboratorijskim uvjetima.

e Veli¢ina nanocestica dobivenih ovim postupkom bila je u rasponu od 138 do 144 nm.

e lzmjerene vrijednosti zeta potencijala manje od -30 mV (od -41,4 do-43,1) ukazuju na
stabilne sustave nanocestica.

e Postotak uklapanja cefiksima u nanocestice najveci je kod 1:3 omjera organske faze i
vode u preparaciji. Kod omjera 1:4 postotak je manji nego kod ostalih omjera $to
moze biti posljedica agregacije polimera i nanocCestica te zaostajanja otopljenog
cefiksima u maticnici.

e Topljivost cefiksima je veca §to je veéi udio acetona u smjesi s vodom.

e Nakon postupka liofilizacije veli¢ina i indeks polidisperznosti (PDi) nanocestica su se
povecale. KoriStenjem laktoza monohidrata (LMH) kao krioprotektanta porast veli¢ine
nanocestica ve¢i je nego kod koriStenja glukoza monohidrata (GMH) kao
krioprotektanta dok je porast indeksa polidisperznosti (PDi) nanocCestica znatan.
Preparacije s glukoza monohidratom (GMH) kao krioprotektantom pokazuju blagi
porast vrijednosti veli¢ine i indeksa polidisperznosti (PDi) nanocestica. Primjenom
oba Secera kao krioprotektanata dolazi do znacajnije promjene zeta potencijala
ispitivanih nanocestica. Glukoza monohidrat (GMH) je bolji krioprotektant za ove
formulacije nanocestica jer najmanje utjeCe na fizikalna svojstva nanocestica, no

svakako bi valjalo razmotriti i druge krioprotektante.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Mukoadhezivne nanocestice oblik su novog terapijskog sustava s velikim potencijalom za
primjenu u lokalnoj i sistemskoj dostavi lijekova. U odnosu na konvencionalnu terapiju nude
niz prednosti kao §to su ciljana dostava lijeka, produljeno djelovanje, zastita lijeka od
razgradnje te smanjenje nuspojava. Cilj ovog rada bila je izrada mukoadhezivnih nanocestica
cefiksima, njihova fizikalna karakterizacija, optimizacija uvjeta pripreme, ispitivanje
fizikalnih svojstava nanocesticanakon postupka liofilizacije te ispitivanje uklapanja lijeka u
nanocestice. Za potrebe eksperimentalnog dijela rada proveden je razvoj i validacija HPLC
metode. Mukoadhezivne nanocestice cefiksima pripravljene su metodom jednostavne
desolvacije te su im odredeni veli¢ina, indeks polidisperznosti, zeta potencijal i postotak
uklopljenog lijeka. Zeta potencijal Cestica kretao se u rasponu od -41,4 do-43,1 mV S§to
ukazuje na stabilnost disperzija nanocCestica. Dobiveni rezultati pokazali su da volumen
dodane vode utjece na veli¢inu i indeks polidisperznosti nanocestica. Sadrzaj uklopljenog
lijeka u nanocestice odreden je pomocu tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti
(HPLC). Iz dobivenih rezultata 1:3 omjer organske i vodene faze dao je najveci postotak
uklapanja lijeka u nanocestice. Nakon postupka liofilizacije nanocCestica s dva razli¢ita
krioprotektanta ponovno su odredeni veliCina, indeks polidisperznosti i zeta potencijal
nanocestica.Premda je uklapanje lijeka u nanocestice nisko, ciljana isporuka 1 bolja
bioraspoloZivost lijeka omogucuju bolju u¢inkovitost u odnosu na konvencionalne sustave. U
skladu s rezultatima ranijih studija te vlastitim dobivenim eksperimentalnim podacima moze
se zaklju€iti da mukoadhezivne nanocestice pokazuju velik potencijal u razvoju novih

terapijskih sustava.
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Mucoadhesive nanoparticles are the form of a new therapeutic system with great potential for
local and systemic drug delivery. Compared to conventional therapy, they offer a number of
advantages such as targeted drug delivery, prolonged action, drug degradation protection and
side effect reduction. The aim of this study was to prepare muchoadhesive nanoparticles of
the antibiotic cefixime and perform their physical characterization, optimize the conditions of
preparation, to examine the physical properties of nanoparticles after the lyophilization
process and to test the drug incorporation. For the experimental part of work, the development
and validation of the HPLC method was carried out. The mucoadhesive nanoparticles of
cefixime were prepared by a simple desolvation method and their size, index of
polydispersity, zeta potencial and percentage of the incorporated drug were determined. The
zeta potential of the particles ranged from -41,4 to -43,1 mV, which indicates the stability of
nanoparticle dispersion. The results obtained showed that the volume of added water
influences the size and index of polydispersity of nanoparticles. The content of the drug in
nanoparticles was determined by high performance liquid chromatography (HPLC). From the
results obtained 1:3 the ratio of organic and aqueous phases gave the highest percentage of
drug incorporation into nanoparticles. After the lyophilization process of nanoparticles with
two different cryoprotectans, the size, index of poydispersity and zeta potencial of
nanoparticles were again determined. Although drug incorporation into nanoparticles is low,
target drug delivery and better bioavilabitity allow better effect than conventional systems.
According to the results of earlier studies and our own experimental data, mucoadhesive

nanoparticles shows great potential in the development of new therapeutic systems.
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