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1. UVOD
1.1. LIPOSOMI

1.1.1. Struktura i svojstva liposoma

Liposomi su sfericne vezikule nanometarskih dimenzija gradene od jednog ili vise
fosfolipidnih dvoslojeva koji obavijaju jednu ili vise unutarnjih vodenih faza. Fosfolipidi su
amfipatske molekule cilindricnog oblika gradene od hidrofilnih ,,glava® i hidrofobnih
,repova® (lanci masnih kiselina). Hidrofobni, nepolarni dijelovi molekula fosfolipida
usmjereni su prema unutras$njoj, dok su polarne glave fosfolipida orijentirane prema vanjskoj
strani sferi¢ne lamelarne strukture (Vani¢, 2012a).

Strukturna svojstva liposoma omogucuju uklapanje lijekova razlicitih fizicko-kemijskih
svojstava, kao i makromolekula poput proteina. Ako je u sustavu prisutna ljekovita tvar, ona
je ovisno o polarnosti, smjestena bilo u vodenoj fazi ili u nepolarnom dijelu ovojnice.
Hidrofilne i lipofilne supstancije ugraduju se u liposome bez njihova kemijskog vezanja ili
prethodne kemijske modifikacije, a uz postizanje relativno velikog omjera lijek-lipidi
(JalSenjak 1 sur., 1998).
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Slika 1. Struktura liposoma (www.intechopen.com)

Zbog svoje sli¢nosti s bioloskim membranama, neimunogenosti i biorazgradljivosti, u
potpunosti su fizioloski prihvatljivi Sto im osigurava primjenu u razli¢itim terapijskim
podrucjima: infektivna oboljenja (virusna, bakterijska, gljivicna, parazitska), dijagnostika,
hormonska terapija, onkologija, stimulacija imunoloskog odgovora, vakcinacija (Vani¢,

2012a).

1.1.2. Klasifikacija liposoma

Liposomi se mogu klasificirati prema veli¢ini i broju fosfolipidinih dvoslojeva te prema
strukturnim svojstvima i nacinu oslobadanja uklopljenog sadrzaja. Prema veli¢ini i broju
fosfolipidnih dvoslojeva, razlikuju se skupine unilamelarnih, multilamelarnih, oligolamelarnih

i multivezikularnih liposoma.

Unilamelarni liposomi (unilamellar vesicles, UV) sadrze jednu fosfolipidnu ovojnicu, a
prema veli¢ini se dijele na male unilamelarne liposome (small unilamellar vesicles, SUV),
promjera 20-100 nm, srednje-velike unilamelarne liposome (medium sized unilamellar
vesicles, MUV) promjera veceg od 100 nm, velike unilamelarne liposome (large unilamellar
vesicles, LUV) promjera 100-1000 nm te veoma velike unilamelarne liposome (giant

unilamellar vesicles, GUV) promjera ve¢eg od 1000 nm (Vani¢, 2012a).

1.2. PRIPREMA LIPOSOMA

Za pripremu liposoma najceS¢e se koriste biorazgradljivi 1 kompatibilni fosfolipidi i
sfingolipidi, kao S§to su fosfatidilkolin, fosfatidilserin, fosfatidilglicerol i sfingomijelin

(www..intechopen.com).

Gotovo sve metode priprave liposoma ukljucuju tri ili Cetiri osnovne faze, a to su:
uklanjanje organskog otapala u kojem su fosfolipidi otopljeni, dispergiranje fosfolipida u
vodenom mediju, homogenizaciju nastale liposomske suspenzije i analizu kona¢nog produkta.
Takoder, za sve postupke priprave liposoma vrijedi pravilo da se lipofilni lijjekovi dodaju
zajedno s fosfolipidima otopljenima u organskom otapalu, dok se hidrofilni dodaju otopljeni u

vodenoj fazi.

Iako postoje razli¢ite metode priprave liposoma kao $to su metoda smrzavanja-taljenja,

postupci dvofaznog dispergiranja fosfolipida, uparavanje U/V emulzija, metoda priprave



visestrukih emulzija, solubilizacija fosfolipida, metoda dehidratacije-rehidratacije, metoda
hidratacije suhog fosfolipidnog sloja, tzv. film metoda naj¢eséi je postupak priprave liposoma

u laboratorijskim uvjetima (Vani¢, 2012b).

1.2.1. Metoda hidratacije suhog fosfolipidnog filma

Metoda hidratacije suhog fosfolipidnog sloja, tzv. film metoda najces¢i je postupak
priprave liposoma u laboratorijskim uvjetima. Temelji se na pripremi tankog fosfolipidnog
sloja te dodatku vodenog medija uz snazno protresivanje. Postupak se provodi u okruglim
tikvicama veéeg volumena, da bi nakon otparavanja organskog otapala, na stijenkama tikvice
nastao suhi fosfolipidni film velike povrSine. Dodatkom vodenog medija dolazi do hidratacije
fosfolipida i spontanog formiranja liposoma (Vani¢, 2012b). Vrijeme hidratacije razlikuje se
prema vrsti koristenih fosfolipida. Potpuna hidratacija postiZe se ostavljanjem hidratiziranog
filma tijekom 12 sati. Prikladni hidratacijski mediji su destilirana voda, fizioloSka otopina te

razli¢iti puferi neutralnog pH (Dua i sur., 2012).

Produkt hidratacije su velike multilamelarne vezikule u kojima su lipidni dvosloji
odvojeni vodenim slojevima. Ako se za pripremu liposoma koriste samo neutralni fosfolipidi
(fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin) dobivaju se vezikule sa malim vodenim odjeljcima, no
ako se dodaju nabijeni fosfolipidi (fosfatidilglicerol, fosfatidilserin, fosfatidilinozitol,
fosfatidna kiselina), zbog odbojnih interakcija, povecavaju se unutarnji vodeni prostori, Sto

olaksava uklapanje hidrofilnih lijekova.

Pozornost valja obratiti na temperaturu koja tijekom priprave liposoma mora biti iznad
temperature faznog prijelaza (Tc) koristenih fosfolipida. Temperatura faznog prijelaza (Tc)
lipida je temperatura na kojoj se odvija prijelaz iz gel faze u fazu tekudih kristala. Poznavanje
Tc i s tim u vezi fluidnosti membrane vazno je pri proizvodnji i istrazivanju terapijskih
sustava zasnovanih na liposomima. Naime, fluidnost ili rigidnost membrane utjece na svojstva
liposoma kao §to su permeabilnost, fuzija, agregacija, vezanje za proteine plazme. Svi ti
parametri utjeCu na stabilnost liposoma i njihovo ponasanje u bioloskim fluidima (Vanic,

2012D).
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Slika 2. Metoda hidratacije suhog fosfolipidnog filma, tzv. film metoda

(www.intechopen.com)

1.2.2. Ekstruzija liposoma

Pojam ekstruzija liposoma oznaCava proces u kojem se multilamelarni liposomi
protiskuju kroz filtere odredenih veli¢ina pora kako bi se dobili maleni unilameralni liposomi
ujednacene (sli¢ne) veli¢ine. Ekstruzija je jedna od naj¢e$ce koristenih metoda za dobivanje
liposoma odredene velicine jer se moZe koristiti za razne tipove lipidnih vezikula, kratko je
vrijeme provedbe postupka, ne koriste se organska otapala i detergensi te je moguce dobiti

homogenu populaciju unilamelarnih vezikula.

Kao 1 kod svih postupaka smanjenja velicine liposoma, vazno je postupak provoditi na
temperaturi iznad temperature faznog prijelaza (Tc) koristenih fosfolipida. U suprotnom

vezikule ne bi mogle pro¢i kroz pore filtera zbog rigidnosti membrane.

Postupak se sastoji od visestrukog protiskivanja suspenzije liposoma kroz polikarbonatne
filtere definirane veli¢ine pora pri ¢emu dolazi do homogenizacije liposoma. Prije
protiskivanja kroz konac¢nu, zeljenu veli¢inu pora suspenzija multilamelarnih liposoma se
predfiltrira kroz filter veceg promjera pora. Na taj nacin se olakSava postupak

homogenizacije, sprjeava ostecenje filtera i gubitak lipida (www.avantilipids.com).


http://www.intechopen.com/

1.2.3. Fizikalna svojstva liposoma

Fizikalna karakterizacija liposoma od velike je vaznosti za predvidanje mogucih
interakcija sa stanicama nakon in vivo primjene i stabilnosti formulacije. Osnovni parametri
koji se procjenjuju su veli¢ina Cestica (srednji promijer), indeks polidisperznosti i zeta

potencijal.

Interakcija liposoma sa stanicama na mjestu djelovanja uvelike je odredeno veli¢inom
liposoma. Smatra se da liposomi srednjeg promjera oko 120 nm omogucuju bolju dopremu
lijeka do dermisa dok se liposomi veéeg srednjeg promjera nakupljaju u roznatom sloju i
gornjim slojevima epidermisa. Istrazivanja pokazuju da i liposomi manjeg srednjeg promjera
(<100 nm) ne omogucuju dostatnu koncentraciju lijeka u dubljim slojevima koze $to ukazuje
na mogucu teoriju da liposomi ne prolaze intaktni kroz slojeve koze (Plessis i sur., 1994;

Verma i sur., 2003).

Veli¢ina Cestica mjeri Se pomoc¢u dinamickog rasprSenja svjetlosti (dinamic light
scattering, DLS). Ova tehnika mjeri vremenski ovisne promjene u intenzitetu rasipanja
svjetlosti koje se javljaju zbog Brownovog gibanja Cestica (kaoti¢no gibanje Cestica malih
dimenzija koje ¢esto mijenjaju smjer zbog sudaranja s Cesticama fluida). Analiza tih promjena
intenziteta omogucuje odredivanje koeficijenata difuzije Cestica koji se onda pretvore u

raspodjelu veli¢ine Cestica (www.malvern.com).

Na povrsini Cestice moZemo razlikovati dva podrucja, prvo podrucje nalazi se uz samu
povrSinu Cestice 1 obuhvaca ione vezane na povrSinu. U drugom podrucju, koje nazivano
difuzni sloj, nalaze se difuzno rasprSeni ioni suprotnog naboja od naboja povrSine. Unutar
difuznog sloja nalazi se elektrokineticka ili zeta ploha koja predstavlja granicu zamisljenog
pokretnog 1 stacionarnog dijela difuznog sloja, a karakterizirana je elektrokineti¢kim ili zeta
potencijalom ({). Navedena podrucja zajedno Cine elektricni dvosloj. Dvostruki elektri¢ni sloj
moze se predociti kao elektricni kondenzator od dviju suprotno nabijenih povrSina. Na slici 3.
shematski je prikazana promjena potencijala u sloju ovisno o udaljenosti od povrsine Cestice.
Potencijal na povrSini Cestice je maksimalan, potom naglo opada (Sternov sloj), a zatim

eksponencijalno (Gouy-Chapmanov sloj) (Pilepi¢, 2007).
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Slika 3. Shematski prikaz zeta-potencijala (www.nanocomposix.eu)

Poznavanje zeta potencijala liposoma moze pomoci predvidjeti sudbinu liposoma u in
Vivo uvjetima, ali i stabilnost formulacije tijekom uskladiStenja. Ako sve Cestice u uzorku
imaju veliki negativni ili pozitivni zeta-potencijal, onda ¢e teziti medusobnom odbijanju i
nece biti tendencije agregacije Cestica. Medutim, ako Cestice imaju niske vrijednosti zeta-
potencijala onda nece biti sile koja bi sprijecila spajanje Cestica i flokulaciju. Opcenito, Cestice
s zeta-potencijalom pozitivnijim od +30 mV ili negativnijim od -30 mV obi¢no se smatraju

stabilnima (Laouini i sur., 2012).



1.3. DERMALNA PRIMJENA LIJEKOVA

Vecina lijekova primjenjuje se na kozu radi postizanja lokalnog terapijskog ucinka.
Takvom dermalnom primjenom mogu se osigurati dostatno visoke koncentracije lijeka u kozi
i pritom smanjiti njegova razina u sistemskoj cirukulaciji, ¢ime se izbjegavaju nezeljene

nuspojave (Banovi¢ i sur., 2010).

No, roznati sloj koze, kojeg cCine odumrle stanice Kkeratinocita okruZene
visokoorganiziranim lipidnim matriksom, odgovoran je za nisku permeabilnost vecine
lijekova. Ljekovite tvari koje se primjenjuju na kozu moraju proéi roznati sloj do ciljnih
stanica u dublje slojeve epidermisa i dermisa. Parametri koji utjeCu na isporuku lokalno
primijenjenih lijekova ukljucuju veli¢inu molekule, lipofilnost, vrstu formulacije, prisustvo

promotora penetracije i fizicko stanje roznatog sloja koze (Vani¢, 2015).

Kako bi se omogucila penetracija ljekovite tvari kroz kozu mogu se Koristiti kemijski
promotori penetracije, primjerice sulfoksidi poput dimetilsulfoksida (DMSO), pirolidoni (2-
pirolidon), alkoholi (etanol, propilenglikol), povrsinski aktivne tvari, terpeni, urea i masne
kiseline (oleinska kiselina) ili fizikalne metode kao Sto su ionoforeza, sonoforeza,
elektroporacija i mikro igle. Drugi pristup temelji se na upotrebi terapijskih nanocestica koje
mogu povecati penetraciju hidrofilnih lijekova kroz kozu i omoguéiti kontrolirano
oslobadanje lipofilnih lijekova na mjestu djelovanja (Escobar-Chavez i sur., 2012; Vani¢,
2015). Medu nanocesticama posebno mjesto zauzimaju lipidne vezikule poput klasi¢nih
(konvencionalnih) liposoma (opisani u poglavlju 1.1.1.), deformabilnih liposoma, etosoma i
propilenglikol liposoma (PG liposoma). Deformabilni liposomi lipidne su elasti¢ne vezikule
Cija je membrana gradena od fosfolipida i surfaktanta. Optimalnim omjerom fosfolipida i
surfaktanta postizu se Zeljena elasti¢na svojstva vezikula. Brojna su istrazivanja potvrdila
sposobnost prolaska deformabilnih liposoma s uklopljenim ljekovitim tvarima u dublje
slojeve koze, pri cemu se ucinak mogao usporedivati sa subkutanom primjenom. Etosomi su
novija generacija lipidnih vezikula sastavljenih od fosfolipida, vode i etanola, a upravo etanol
daje posebna svojstva tim vezikulima. U kontaktu s lipidima, etanol smanjuje temperaturu
faznoga prijelaza lipida te tako povecava njihovu fluidnost, $to u konacnosti rezultira
porastom propusnosti roznatoga sloja koze. Osim toga, etanol ima ucinak i na etosome tako

da povecava fleksibilnost ovojnice (Banovi¢ i sur., 2010).



1.3.1. Propilenglikol liposomi (PG liposomi)

Propilenglikol liposomi (PG liposomi) noviji su tip fosfolipidnih vezikula predlozeni od
Elsayed i sur. koji omoguéuju efikasniju isporuku ljekovitih tvari u kozu. Sastoje se od
fosfolipida, propilenglikola i vode, a karakterizira ih visoka sposobnost uklapanja ljekovite
tvari. Poboljsana isporuka ljekovite tvari PG liposomima posljedica je zajednickog djelovanja
promotora penetracije, fosfolipida i propilenglikola. Propilenglikol, poznat kao suotapalo i
humektans, ima znacajnu ulogu jer povecava topljivost uklopljene ljekovite tvari. Prisutnost
propilenglikola ili drugih promotora penetracije u fosfolipidnom dvosloju znacajno povecava
elasti¢nost liposoma. PG liposomi mogu se pripremiti koristenjem propilenglikola kao otapala
za fosfolipide i lipofilni lijek ili kao dio vodene faze formulacije. Preliminarne in vivo studije
na zivotinjskim modelima koze pokazuju da su PG liposomi omogucili bolju penetraciju
lokalnog anestetika cinhokaina u odnosu na deformabilne liposome i etosome (Vani¢, 2015).
U drugom istrazivanju ispitivani su PG liposoma za transdermalnu primjenu kurkumina kao
protuupalnog sredstva. Usporedbom PG liposoma sa drugim elasti¢nim vezikulama pokazalo
se da je uklapanje kurkumina bilo najvece u PG liposomima (>90%) (Elsayed i sur., 2007).
Takoder, istrazivanje koje su proveli EImoslemany i suradnici s PG liposomima s uklopljenim
mikanozol nitratom u svrhu lijecenja gljiviéne infekcije koze, pokazalo je da PG liposomi
imaju vecu antifungalnu aktivnost, stabilnost i sposobnost uklapanja ljekovite tvari u

usporedbi sa konvencionalnim (klasi¢nim) liposomima (Elmoslemany i sur., 2012).

" fosfatidillcolin ® hidrofilni jek
il propilenglikol

Slika 4. Struktura propilenglikol liposoma (Vani¢, 2015).



1.4. IN VITRO ISPITIVANJE OSLOBADANJA LIJEKA

Upotreba in vitro difuzijskih ¢éelija naj¢escéa je primjenjivana metoda za ispitivanje
permeabilnosti lijeka iz odredenih formulacija preko koze i sluznica, ali se veoma cCesto
koristi i za ispitivanje oslobadanja lijeka. Posredno moze pruziti uvid u odnose izmedu koze,
lijeka i formulacije. Takvo testiranje je vrlo korisno, ne samo za dizajn i razvoj novih

formulacija, ve¢ i za procjenu toksicnosti i kvalitete supstancija.

Franz difuzijska celija (Slika 5.) sastoji se od donorskog i akceptorskog (receptorskog)
odjeljka to¢no odredenog volumena s odjeljkom za uzorkovanje. Medusobno su akceptorski i
donorski odjeljak povezani membranom na koju se nanosi ispitivani uzorak formulacije.
Sustav zahtjeva kontroliranu temperaturu uz stalno mijeSanje. Receptorski medij se obi¢no
zagrijava na temperaturu 37 °C kako bi se odrzala temperatura 32 °C na povrS$ini membrane
gdje se nanosi uzorak. Naime, temperatura na povrSini koZe je 32 °C pa se na taj nacin

pokusavaju oponasati in vivo uvjeti.
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==
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1
vodeni omotaé = 07 magnet za mijeSanje

Slika 5. Dijelovi Franz difuzijske ¢elije (www.permegear.com)

Za ispitivanja in vitro oslobadanja lijeka koriste se polimerne membrane, najcesce
sinteticke membrane od polisulfona te membrane iz mijesanih estera celuloznog acetata i

nitrata (www.permegear.com).



Prilikom izbora receptorskog medija uzima se onaj koji prema svojstvima odgovara
ispitivanoj supstanciji, primjerice vodeni pufer za hidrofilne supstancije ili vodeno-alkoholni

medij za slabo hidrofobne supstancije.

Dakle, prvi zadatak u razvoju metode je mjerenje topljivosti ispitivane supstancije u
nekoliko otapala u rasponu od vodene otopine kao $to je fosfatni pufer do vodeno-alkoholne
otopine u omjeru 50:50 (v/v). Namjera je da se identificiraju otapala koja ¢e pruziti uvjete
osigurane topljivosti. Uvjeti osigurane topljivosti se uspostavljaju ako receptorski medij ima
relativno visoku sposobnost da "oslobodi" lijek, tj. da omoguéi njegovu topljivost

(www.particlesciences.com).

Topljivost je svojstvo otopljene tvari koje je definirano koncentracijom otopljene tvari u
zasi¢enoj otopini pri odredenoj temperaturi. Prema Europskoj farmakopeji uvjeti osigurane
topljivosti uspostavljaju se kada je volumen medija u kojem se odvija otapanje supstancije tri

puta razrijedeniji od zasi¢ene otopine te supstancije.

U in vitro ispitivanjima otapanja uvjeti za sigurnu topljivost postizu se podesavanjem
volumena medija (Jalsenjak i sur., 1998). Prema tome, ako se Koristi supstancija visoke
permeabilnosti, uz veliki volumen receptorskog medija, lako ¢e do¢i do difuzije supstancije u
receptorski medij. To zna¢i da postoji uvjet osigurane topljivosti. Ukoliko se Koristi
supstancija visoke permeabilnosti i mali volumen receptorskog medija do¢i ¢e do nakupljanja
supstancije u receptorskom mediju Sto ¢e smanjiti koncentracijski gradijent i usporiti protok
supstancije (nema uvjeta osigurane topljivosti). Takoder, primjenom supstancije niske
permeabilnosti moZze biti oteZana detekcija te supstancije u velikom volumenu receptorskog

medija (www.permegear.com).

Ucestalost i na¢in uzorkovanja odredeno je ciljevima eksperimenta. Ako nije poznata
propusnost membrane za odredeni spoj, u pocetku je pozeljno uzimati male uzorke tijekom
dugog vremenskog razdoblja te tako odrediti permeabilnost. Ako je potrebno odrediti ukupnu
koli¢inu ljekovite tvari koja prijede membranu u odredenom vremenskom razdoblju, moze se
uzeti manje uzoraka u duljim vremenskim razmacima. Najbolje je uciniti nekoliko

ponavljanja s istim uzorkom kako bi se dobili pouzdaniji rezultati (www.permegear.com).
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1.5. AZITROMICIN

Kemijsko ime azitromicina je 9-deoksi-9a-aza-9a-metil-9a homoeritromicin A.
Azitromicin je bijeli, amorfni prasak, bez mirisa, gorka okusa. Vrlo je dobro topljiv u
metanolu i1 kloroformu, a slabo topljiv u vodi. TaliSte mu je izmedu 118 i 122 °C, a

molekularna masa 749,0 (Zorc i Butula, 1995).

Slika 6. Struktura azitromicina (www.theodora.com)

Azitromicin je antibiotik iz skupine makrolida. Slicno ostalim makrolidima, azitromicin
inhibira sintezu proteina, vezanjem na 50S podjedinicu ribosoma. Djeluje na vecinu gram-

pozitivnih i neke gram-negativne bakterije te anaerobne mikroorganizme (Vrhovac, 2007).

Indiciran je za infekcije gornjih diSnih putova (faringitis, tonzilitis, sinusitis, otitis
media), te infekcije donjih disnih putova (akutna egzacerbacija kroni¢nog bronhitisa,
izvanbolnicki steCena pneumonija), infekcije koze 1 potkoznog tkiva (umjereni oblik acne
vulgaris, erytheme migrans (prvi stadij lajmske bolesti), erizipel, impetigo i piodermija),
spolno prenosivin bolesti (nekomplicirani uretritis, cervicitis uzrokovan bakterijom
Chlamydia trachomatis), infekcije Zeluca i dvanaesnika uzrokovane s Helicobacter pylori, te

kroni¢ni prostatitis uzrokovan bakterijom Chlamydia trachomatis (www.almp.com).

Zbog svojih farmakokinetickih karakteristika azitromicin je razli¢it od ostalih
antimikrobnih lijekova. Farmakokinetiku azitromicina karakterizira niska koncentracija u
plazmi i visoka i trajna koncentracija u tkivima. Azitromicin se dobro raspodjeljuje u tkiva.

Postize visoke koncentracije intracelularno. Koncentracija u stanici raste kako raste kiselost
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pa je maksimalna koncentracija azitromicina u lizosomima. Klini¢ki je vazno da azitromicin
postize visoke koncentracije u obligatnim ili fakultativnim fagocitima koji su od velikog
znaCenja u lijeCenju bakterijskih infekcija, osobito onih izazvanih intracelularnim
uzroCnicima. Za razliku od ostalih makrolida azitromicin ne stimulira niti inhibira
mikrosomski sustav jetre pa ne stupa u interakcije karakteristicne za makrolide. Poznato je
deset metabolita azitromicina koji nastaju uglavnom N-demetilacijom i O-demetilacijom te
hidrolizom. Niti jedan od metabolita nije aktivan, tj. nema antibakterijski u¢inak (Francetic,
2008).

12



2. OBRAZLOZENJE TEME

Posljednjih se desetljeca velika pozornost posvecuje razvoju novih terapijskih sustava
temeljenih na nanocesticama, kojima bi se nadvladali nedostaci postojecih klasi¢nih sustava.
Primjenom novih terapijskih sustava i usmjeravanjem lijeka na zeljeno mjesto djelovanja
(lokalno) mogu se smanjiti nuspojave, izbjeci sistemska apsorpcija, povecati bioraspolozivost
lijekova te omoguciti bolju kontrolu terapije. Medu njima posebno mjesto zauzimaju liposomi

koji svojim specifiénim sastavom i svojstvima olakSavaju transport uklopljene ljekovite tvari.

Za mnoga kozna oboljenja prioritet je omoguditi visoku koncentraciju lijeka u dubljim
slojevima koze, ali izbje¢i transdermalni prijenos lijeka u sistemsku cirkulaciju. Na taj nacin
smanjuje se mogucnost nuspojava lijeka te njegova akumulacija u organizmu. Istrazivanja su
pokazala da konvencionalni (klasi¢ni) liposomi ne prodiru u dublje slojeve koze, ve¢ se
zadrzavaju u povrSinskom, roznatom sloju. Zbog toga se posljednjih godina intenzivno
razvijaju nove klase lipidnih vezikula poput deformabilnih (elasti¢nih) liposoma, etosoma i
propilenglikol (PG) liposoma koji znacajno olaksavaju transport uklopljene ljekovite tvari u

dublje slojeve koze.

U ovom radu prikazana je optimizacija PG liposoma s azitromicinom. Naime,
azitromicin je na trZiStu zastupljen u obliku tableta, kapsula i sirupa za oralnu primjenu te
otopina za parenteralnu primjenu. Zbog mogucih nuspojava i toksicnosti koje su posljedica
sistemske primjene, razvoj prikladnog oblika azitromicina za dermalnu primjenu bio bi od
velikog znacaja. Priredeni su liposomi s 10, 20 i 30 % propilenglikola film metodom i
ekstruzijom, te je provedena fizikalna karakterizacija koja je ukljucivala odredivanje srednjeg
promjera, razdiobe veliina liposoma 1 zeta potencijala. Za kontrolu su posluzili
konvencionalni liposomi (priredeni iz istog fosfolipida, ali bez dodatka PG). Ispitivanje

oslobadanja lijeka iz razli¢itih PG liposoma provedeno je koristenjem Franz difuzijske ¢elije.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 MATERIJALI

Koristene supstancije, otapala i pufer su bili:
« Sojin fosfatidilkolin (Lipoid S75) — (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Njemacka),
« Azitromicin (Mr 749,0) (Pliva, Zagreb, Hrvatska),
 Etanol, metanol i propilenglikol (PG) (Kemika, Zagreb, Hrvatska),
+ Acetonitril (Avantor Performance Materials, Nizozemska),

+ Fosfatni pufer - pripremljen otapanjem KH2PO4 (1,36 g) u 1000 mL destilirane vode
i podesavanjem pH na pH 7,5 dodatkom otopine 10 M KOH.
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3.2. METODE

3.2.1. Priprema liposoma

Propilenglikol liposomi (PG-liposomi) s uklopljenim azitromicinom pripremljeni su
metodom hidratacije suhog fosfolipidnog filma. Sojin fosfatidilkolin (200 mg) i azitromicin

(30 mg) otopljeni su u etanolu (5 mL) u tikvici s okruglim dnom.

Etanol je uklonjen pomocu rotiraju¢eg vakum uparivaca. Suhi lipidni film hidratiziran
je 10 % (v/v), 20 % (v/v), odnosno 30 % (v/v) otopinom propilenglikola u destiliranoj vodi.
Otopine su pripremljene dodavanjem 1, 2, odnosno 3 mL propilenglikola u tikvicu od 10
mL i dopunjene destiliranom vodom do oznake. Za usporedbu pripremljeni su i klasi¢ni
(konvencionalni) liposomi isklju¢ivo od sojinog fosfatidilkolina sa uklopljenim
azitromicinom. Metoda pripreme bila je ista osim $to je hidratacija suhog lipidnog filma

provedena s 10 mL destilirane vode, bez dodatka propilenglikola.

Svi liposomi su ekstrudirani pomoc¢u ekstrudera tri puta kroz polikarbonatne
membrane velicine pora 400 nm, a potom i1 kroz membrane veli¢ine pora 100 nm

(LiposoFast, Avestin, Kanada).

nosadi filtera teflonska mrezica

1/ 1m i '/(\\ [ l /'/—'/'77\
| 5’ |I|~{|' || ml L O 10
WLV VIV UU\ Y

unutarniji unutarnj
uosad T

membrane membrane

navoj ekstrudera .
polikarbonatna
membrana

Sika 7. Dijelovi ekstrudera (www.funakoshi.co.jp)
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3.2.2. Odredivanje veli¢ine liposoma

Srednji promjer i indeks polidisperznosti liposoma odreden je foton korelacijskom
spektroskopijom (photon correlation spectroscopy, PCS) na uredaju Zetasizer 3000HS

(Malvern Instruments, Malvern, Velika Britanija).

U kivetu za mjerenje stavljena je jedna kap uzorka (10 pl) razrijedena sa 3,5 ml 10
mM NacCl koji je prethodno filtriran kroz filtere Minisart veli¢ine pora 0,45 pm (Minisart,

Sartorius, Goettingen, Njemacka). Mjerenje je provedeno na 25 °C.

'y

Slika 8. Zetasizer, Malvern (www.malvern.com)

3.2.3. Odredivanje zeta potencijala liposoma

Zeta potencijal mjeren je na uredaju Zetasizer 3000HS (Malvern Instruments, Malvern,
Velika Britanija). Kalibracija uredaja provedena je upotrebom standardne otopine (Zeta
Potential Transfer Standard, Malvern Instruments, Malvern, Velika Britanija) ¢iji zeta
potencijal iznosi —42 + 4,2 mV. Nekoliko kapi uzorka liposoma razrijedeno je 10 mM NaCl.

Sva mjerenja provedena su na 25 °C.

3.2.4 Ispitivanje in vitro oslobadanja azitromicina iz liposoma

Oslobadanje azitromicina iz liposoma provedeno je na Franz difuzijskoj ¢eliji. 0,5 ml
liposomskih formulacija (PG-liposomi i klasi¢ni liposomi) s uklopljenim azitromicinom
naneseno je ravnomjerno na celuloza acetat membranu (Sartorius, Goettingen, Njemacka).

Takoder, ispitivanje je provedeno i s kontrolom koja je sadrzavala azitromicin u 40% (m/v)
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etanolnoj otopini. Kao i kod liposomskih formulacija na membranu je naneseno 0,5 mL

otopine azitromicina.

Franz difuzijska ¢elija bila je temperirana na temperaturu 37 °C koriStenjem vodene
kupelji. Na taj nacin osiguralo se da temperatura na povrSini membrane gdje se nanosi
uzorak bude 32 °C. Receptorski medij volumena 16 mL ¢inila je otopina 5% (v/v) etanola u

fosfatnom puferu (PBS).

Receptorski medij odabran je kako bi se postigli uvjeti osigurane topljivosti tako da su
pripravljene otopine etanola i vode u omjeru 40:60 (v/v), propilenglikola i vode u omjeru
40:60 (v/v) te fosfatnog pufera i etanola u omjeru 40:60 (v/v). U svaku otopinu dodano je 10
mg azitromicina. Otopina fosfatnog pufera i etanola dodatno se razrijedila i napravljen je
niz otopina u kojima je volumni udio etanola u fosfatnom puferu iznosio 20%, 10%, 5% i
2,5%. Usporedbom otopina pokazalo se da je topljivost azitromicina najbolja u otopini
fosfatnog pufera i etanola. Te je za najpogodniji receptorski medij odabrana 5% (v/v)

otopina etanola u fosfathom puferu.

Receptorski medij neprestano je mijeSan pomocéu magnetskog mjeSaca (300—400
oktetaja/min). Uzorkovanje (0,5 ml) provodilo se svakih 30 min tijekom 6 sati te zadnje
uzorkovanje 24 sata nakon postavljanja eksperimenta. Receptorski medij je nakon svakog

uzorkovanja nadopunjen svjezim medijem (0,5 ml).

3.2.5 Odredivanje sadrzaja azitromicina

Za detekciju 1 odredivanje sadrzaja azitromicina u uzorcima koristila se tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti (high performance liquid chromatography, HPLC).
Mjerenja su provedena na uredaju Shimadzu LC-10 AD (Kyoto, Japan) koriste¢i C18,
reverzno-faznu kolonu (Kinetex, Phenomenex). Uvjeti kromatografske analize za sve

uzorke bili su sljedeci:
e Mobilna faza: acetoniril s fosfatnim puferom (0,01M) u omjeru 7:3 (v/v) ; pH 7,5
e Protok mobilne faze: 1,2 ml/min

e Temperatura: 40 °C

e Valna duljina detekcije: 210 nm (UV-Vis detektor)
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Prije injektiranja uzoraka na kolonu svaki uzorak liposomske formulacije filtriran je
kroz filtere veli¢ine pora 0,22 um kako bi se izbjegla bilo kakva moguénost oStecenja

kolone.

Jedinica za kontrolu sustava te
obradu podataka

Deteltor

"

Otapala Otpad

Slika 9. Shematski prikaz HPLC sustava (www.pharmaguideline.com)

3.2.5.1. Izrada kalibracijskog pravca

U metanolu je pripremljeno 5 otopina razli¢itih koncentracija azitromicina (1000, 500,
250, 100, 50, 10 pg/ml). Za svaku otopinu 3 puta je izmjerena povrSina ispod pika
koristenjem HPLC uredaja.

Za izradu kalibracijskog pravca koristila se srednja vrijednost izmjerenih povrSina
ispod pika. Iz dobivenih ovisnosti povrsine ispod pika (y) o koncentraciji azitromicina (X)
izraden je kalibracijski pravac. Linearnost metode izraZzena je koeficijentom korelacije
regresijskog pravca (R=0,9992). Nepoznate koncentracije azitromicina izaCunavaju se iz

jednadZbe kalibracijskog pravca: x =y + 14020 /1482
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X- koncentracija azitromicina (pug/ml)

y- povrsina ispod pika na kromatogramu (A)
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Slika 10. Kalibracijski pravac azitromicina

3.2.5.2. Odredivanje sadrzaja azitromicina u liposomskim formulacijama

100 pL uzoraka liposoma preneseno je u tikvicu od 10 mL te nadopunjeno metanolom
do oznake. Metanol je razorio strukturu lipidnog dvosloja liposoma te omogucio
oslobadanje azitromicina iz liposoma i njegovu kromatografsku kvantifikaciju. Svaki ovako
prireden uzorak liposoma nanesen je na kolonu HPLC-a 1 odredena mu je povrSina ispod

pika.
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3.2.5.3. Odredivanje sadrZaja azitromicina oslobodenog iz liposomskih formulacija

Uzorci prikupljeni na Franz difuzijskoj ¢eliji tijekom 24 sata redom su injektirani na

kolonu HPLC-a te su zabiljezene povrsine ispod pikova.

Iz dobivenih vrijednosti povrSina ispod pika pomocu kalibracijskog pravca (poglavlje
3.2.5.1) odredena je koncentracija azitromicina u 0,5 mL svakog uzorka prikupljenog
tijekom 24 sata. Sadrzaj azitromicina (A) u svakom uzorku izracunat je umnoSkom
koncentracije (ug/mL) azitromicina u prikupljenom uzorku i volumena uzorka (0,5mL).
Sadrzaj azitromicina u cijelom receptorskom mediju dobiven je mnoZenjem koncentracije
(ug/mL) azitromicina u uzorku volumena 0,5 mL i ukupnog volumena receptorskog medija
(16 mL). Zatim je izraCunat ukupni, tj. kumulativni sadrzaj (Q) azitromicina u receptorskom
mediju. Udio (%) oslobodenog azitromicina izra¢unat je iz omjera kumulativnog sadrzaja
(Q) azitromicina u receptorskom mediju i sadrzaja azitromicina u uzorcima liposoma koji su

se nanosili na membranu Franz difuzijske ¢elije.

3.2.5.4. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza dobivenih rezultata provedena je upotrebom t-testa (za usporedbu 2
skupine rezultata), odnosno ANOVA testa (za usporedbu 3 skupine rezultata). Razina
znacajnosti iznosi 0,05 (5%) pa ukoliko je p vrijednost manja od 0,05 zakljucuje se da postoji
statisticki znaCajna razlika izmedu skupina, odnosno ukoliko je p vrijednost ve¢a od 0,05
zakljucuje se da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu skupina. Razine znacajnosti t-

testom 1 ANOVA testom izracunate su u programu Microsoft Excel 2010.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. FIZIKALNE KARAKTERISTIKE LIPOSOMA

Liposomi (propilenglikol i konvencionalni) pripremljeni su metodom hidratacije suhog
fosfolipidnog filma kako je opisano u poglavlju 3.2.1.. Fizikalna svojstva liposoma: srednji
promjer, indeks polidisperznosti i zeta potencijal odredeni su fotonskom korelacijskom
spektroskopijom (photon correlation spectroscopy, PCS). Rezultati su prikazani u Tablici 1
(poglavlje 4.1.1) i Tablici 2 (poglavlje 4.1.2).

4.1.1. Veli¢ina i polidisperznost liposoma

Tablica 1. Prikaz vrijednosti srednjeg promjera i indeksa polidisperznosti liposoma

Srednji promjer liposoma Indeks polidisperznosti
Uzorak Prije ekstruzije Nakon Prije Nakon
(nm) ekstruzije (nm) ekstruzije ekstruzije
SPC-PG 10% 5453+ 6,4 132,8 £ 0,9 0,712 +0,012 | 0,131 £0,025
SPC-PG 20% 698,8 + 8,1 110,8+1,9 1,0+£0,0 0,130 + 0,009
SPC-PG 30% 527,7 + 36,4 120,7 1,7 1,0+£0,0 0,085 + 0,008
SPC 635,1 + 62,2 1376 +1,9 0,905 + 0,085 | 0,098 + 0,008

SPC-PG 10 % - liposomi sa 10 % (v/v) propilenglikola ; SPC-PG 20 %- liposomi sa 20 %
(v/v) propilenglikola; SPC-PG 30 %- liposomi sa 30 % (v/v) propilenglikola; SPC-AZI-
konvencionalni (klasi¢ni liposomi) bez propilenglikola. Svi liposomi sadrZze uklopljen

azitromicin. Prikazane vrijednosti predstavljaju srednju vrijednost + S.D. (n=3).
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Film metodom pripravljeni su multilamelarni liposomi priliéno velikog srednjeg
promjera (oko 500 nm) i visokog indeksa polidisperznosti (0,7-1,0) koji upucuje na Siroku
distribuciju veli¢ina. To je potvrdeno i pregledom liposomskih formulacija koristenjem
svjetlosnog mikroskopa (Olympus BH-2, Olympus Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan) pri ¢emu
su zapazeni multilamelarni liposomi raznih veliCina. Provodenjem statistickog t-testa
utvrdeno je da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika (p>0,05) izmedu srednjeg promjera
klasi¢nih liposoma i propilenglikol (PG) liposoma, §to bi moglo ukazati na ¢injenicu da

sastav liposoma ne utjece toliko na njihovu veli¢inu.

Zbog heterogenosti liposomskih preparacija bila je nuzna njihova daljnja obrada.
Homogenizacija multilamelarnih  liposoma provedena je ekstruzijom originalno
pripravljenih liposoma kroz polikarbonatne membrane veli¢ine pora 400 nm (3 puta), a
potom i 100 nm (3 puta). Nakon ekstruzije kroz membrane veli¢ine pora 100 nm dobiveni
su liposomi manjeg indeksa polidisperznosti (0,085-0,131) i srednjeg promjera izmedu 110 i
140 nm. U svim liposomskim formulacijama dobiveni su liposomi prikladni za dermalnu
primjenu posto je potvrdeno da vezikule promjera oko 120 nm najbolje dopremaju lijek u

nize slojeve epidermisa (Verma i sur., 2003).
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4.1.2 Zeta potencijal liposoma

Tablica 2. Prikaz vrijednosti zeta potencijala liposoma

Uzorak Zeta potencijal (mV)
SPC-PG 10 % -45,0+ 2,0
SPC-PG 20% -36,5+25
SPC-PG 30 % -48,4+ 1,7

SPC -43,3+0,8

SPC-PG 10 %- liposomi sa 10 % (v/v) propilenglikola ; SPC-PG 20 %- liposomi sa 20 %
(v/v) propilenglikola; SPC-PG 30 % - liposomi sa 30 % (v/v) propilenglikola; SPC-
konvencionalni (klasi¢ni liposomi) bez propilenglikola. Svi liposomi sadrze uklopljen

azitromicin. Prikazane vrijednosti predstavljaju srednju vrijednost £ S.D. (n=5)

Propilenglikol liposomi i konvencionalni liposomi s azitromicinom priredeni iz sojinog
fosfatidilkolina imali su negativan zeta potencijal koji se kretao u rasponu od -48,4 do -36,5
mV. Dobivene vrijednosti zeta potencijala bile su negativhe za sve liposome jer su
pripravljeni iz sojinog fosfatidilkolina (S 75). Negativan zeta potencijal (manji od -30 mV)
ukazuje na fizicki stabilne disperzije liposoma. Naime, zbog negativnijih vrijednosti zeta

potencijala dolazi do sterickog odbijanja Cestica te je smanjena mogucnost njihove agregacije.

Opéenito, Cestice s zeta-potencijalom pozitivnijim od +30 mV ili negativnijim od -30 mV

obi¢no se smatraju stabilnima (Laouini i sur., 2012).

Posto vrijednosti zeta potencijala ne ovise o veli¢ini, ve¢ samo o sastavu liposoma, nije

bilo potrebno mjeriti zeta potencijal liposoma nakon njihove ekstruzije.
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4.2. In vitro oslobadanje lijeka iz propilenglikol (PG) i konvencionalnih liposoma

Oslobadanje azitromicina iz liposoma provedeno je na Franz difuzijskoj ¢eliji. Uzorci
a te su zabiljezene povrsine ispod pikova. Iz dobivenih vrijednosti povrSina ispod pika
pomocu kalibracijskog pravca (poglavlje 3.2.5.1) odredena je koncentracija azitromicina u
0,5 mL svakog uzorka prikupljenog tijekom 24 sata. Udio (%) oslobodenog azitromicina
izraCunat je iz omjera kumulativnog sadrzaja azitromicina u receptorskom mediju i sadrzaja
azitromicina u uzorcima liposoma koji su se nanosili na membranu Franz difuzijske celije
(poglavlje 3.2.5.2.)

Za sve liposomske formulacije graficki je prikazan sadrzaj (%) azitromicina
oslobodenog 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 45, 5, 55, 6 te 24 sata nakon postavljanja

eksperimenta na Franz difuzijskoj ¢eliji.
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Slika 11. Graficki prikaz sadrzaja (%) azitromicina oslobodenog iz liposoma sa 10 %

propilenglikola u ovisnosti o vremenu (h).
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Slika 12. Graficki prikaz sadrzaja (%) azitromicina oslobodenog iz liposoma sa 20 %

propilenglikola u ovisnosti o vremenu (h).
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Slika 13. Graficki prikaz sadrzaja (%) azitromicina oslobodenog iz liposoma sa 30 %

propilenglikola u ovisnosti o vremenu (h).
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Slika 14. Graficki prikaz sadrzaja(%) azitromicina oslobodenog iz klasi¢nih liposoma u

ovisnosti o vremenu (h).
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Slika 15. Graficki prikaz sadrzaja (%) azitromicina difundiranog iz otopine azitromicina

(kontrola) u ovisnosti o vremenu (h).
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Slika 16. Sazeti prikaz udjela (%) oslobodenog azitromicina iz razli¢itih PG liposoma,
klasiénih liposoma te azitromicina iz otopine (kontrola) nakon 24 sata. *Statisti¢ki znacajna
razlika u sadrzaju (%) oslobodenog azitromicina iz liposomskih formulacija koje su
sadrzavale razli¢iti udio propilenglikola i klasi¢nih liposoma u odnosu na otopinu
azitromicina (kontrola) (ANOVA, p< 0,05).

Iz liposomskih formulacija sa 10 % propilenglikola nakon 24 sata oslobodilo se 63,8 %
azitromicina (Slika 11). 1z liposomskih formulacija sa 20 % propilenglikola nakon 24 sata
oslobodilo se 67,9 % azitromicina (Slika 12), a sadrzaj oslobodenog azitromicina iz
liposoma sa 30 % propilenglikola nakon 24 sata bio je 73,7 % (Slika 13). Doslo je do veceg
oslobadanja azitromicina iz liposoma sa vecim udjelom (%) propilenglikola. Statistickom
analizom utvrdeno je da postoji statisticki znaCajna razlika u sadrzaju oslobodenog
azitromicina nakon 24 sata ispitivanja iz liposoma sa razli¢itim udjelom propilenglikola i
klasi¢nih liposoma u odnosu na kontrolu (ANOVA, p<0,05). Iz klasi¢nih liposoma nakon 24
sata oslobodilo se 54,6 % azitromicina (Slika 14). Ocekivano, veci sadrzaj lijeka oslobodio se
iz propilenglikol (PG) liposoma i taj je udio rastao s udjelom propilenglikola. Takoder je
utvrdeno da postoji statisticki zna€ajna razlika u sadrzaju oslobodenog azitromicina tijekom

24 sata iz svih PG liposoma u odnosu na klasi¢ne liposome (p<0,05).

Dobiveni rezultati oslobadanja azitromicina iz propilenglikol liposoma i klasi¢nih

liposoma tijekom 24 sata sli¢ni su rezultatima nedavnog istraZivanja koje su proveli Palac i
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suradnici (2014). U istrazivanju se provodilo in vitro ispitivanje oslobadanja hidrofilnog
lijeka-diklofenak natrija iz konvencionalnih (klasi¢nih), propilenglikol (PG) i deformabilnih
liposoma, a rezultati pokazuju da se najmanji sadrzaj lijeka oslobodio iz konvecionalnih
(klasi¢nih) liposoma (oko 60 %) dok se iz liposoma sa 10 % propilenglikola oslobodilo oko
70 % lijeka. Smatra se da je povecano oslobadanje lijeka iz propilenglikol (PG) liposoma
posljedica ugradnje propilenglikola u fosfolipidni dvosloj pri ¢emu se povecava elasticnost
vezikula te one lakse oslobadaju uklopljeni lijek (Palac i sur., 2014). U svezi s time u
istrazivanju koje su proveli Palac i suradnici provedeno je i ispitivanje elasti¢nosti liposoma.
Sposobnost elasti¢nosti (deformabilnosti) liposoma izrazena je stupnjem deformabilnosti, tj.
membranske elasti¢nosti (E). Vrijednost E za deformabilne liposome iznosila je 5,59, §to je
5 puta veca vrijednost u odnosu na klasi¢ne (konvencionalne) liposome (1,08). Priblizno
jednaka vrijednost faktora E (5,21) dobivena je ispitivanjem elasti¢nosti liposoma sa 10 %
(w/v) propilenglikola. Ovaj rezultat takoder upuéuje na to da je propilenglikol odgovoran za
povecanu elastiCnost membrane liposoma. lako se ocekivalo povecanje faktora
deformabilnosti (E) s povecanjem koncentracije propilenglikola u liposomu dogodilo se
suprotno. Naime, stupanj membraske elasti¢nosti za liposome s 30 % propilenglikola iznosio
je 3,69. Zbog takvog rezultata liposomi s 30 % propilenglikola bili su iskljuceni iz daljnjih
ispitivanja u tom istrazivanju. Zanimljivo je primijetiti da rezultati istrazivanja u ovom radu
pokazuju povecanu sposobnost oslobadanja lijeka iz liposoma povecanjem koncentracije
propilenglikola u liposomu. No posto je u istrazivanju (Palac i sur., 2014) koriSten hidrofilni
lijek-diklofenak natrij, a ne lipofilni te takoder u ovom radu nije ispitivana elasti¢nost

liposoma rezultate nije moguce U potpunosti usporedivati.

Na temelju svega navedenoga moze se pretpostaviti da bi u ispitivanjima permeabilnosti,
propilenglikol (PG) liposomi, vrlo vjerojatno pokazali bolju permeabilnost kroz kozu zbog
svojih elasti¢nih svojstava. U svrhu ispitivanja permeabilnosti trebali bi se koristiti €X vivo
modeli koZe. Na taj nain bi se uocio utjecaj fizikalnih 1 kemijskih svojstava liposoma na

njihovu penetraciju kroz kozu.

Nadalje, kod svih ispitivanih liposomskih preparacija uoceno je progresivno povecanje
koncentracije oslobodenog azitromicina tijekom prva tri sata, nakon C¢ega dolazi do
uspostavljanja platoa. Stvaranje platoa moze se objasniti zasiCenjem membrane |
receptorskog medija nakon odredenog vremenskog razdoblja provedbe in vitro ispitivanja,
tj. dolazi do uspostave dinamicke ravnoteze izmedu nanesenog uzorka 1 receptorskog

medija.
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Ispitivanje na Franz difuzijskoj ¢eliji provedeno je i s kontrolom koja je sadrzavala
azitromicin u 40% etanolnoj otopini. Opcenito, lijek uklopljen u liposome prolazi fazu
oslobadanja iz liposoma i difuzije kroz membranu. PoSto je na membranu nanesena samo
otopina azitromicina nije bilo faze oslobadanja lijeka ve¢ je lijek pasivno difundirao kroz
membranu 1 nakupljao se u receptorskom mediju. Sadrzaj azitromicina koji je pasivno
difundirao kroz membranu nakon 24 sata iznosio je 90,6 % (Slika 15). Za razliku od otopine,
iz liposomskih formulacija u vremenskom razdoblju od 24 sata oslobodila se manja koli¢ina
ljekovite tvari, ali je oslobadanje produljeno. Kontrolirano i produljeno oslobadanje lijeka iz
liposoma vrlo je vazno svojstvo terapijskog sustava jer omogucava predvidanje
farmakokinetike ljekovite tvari i smanjuje ucestalost doziranja pripravka. Na slici 16. graficki
je prikazan sadrzaj (%) oslobodenog azitromicina iz propilenglikol (PG) liposoma, klasi¢nih

liposoma te azitromicina iz otopine (kontrola) tijekom 24 sata.

Iz svega navedenog moze se zakljuciti da dobiveni rezultati ukazuju na moguénost
uporabe azitromicina uklopljenog u propilenglikol (PG) liposome kao terapijskog sustava u
terapiji koznih oboljenja. No, naravno, potrebno je napraviti jo§ brojna ispitivanja poput
ispitivanja permeabilnosti, testova stabilnosti, antibakterijske aktivnosti, in vitro ispitivanja
oslobadanja azitromicina iz liposoma uklopljenih u ljekovite oblike za dermalnu primjenu i

dr. kako bi se potvrdila njihova uc¢inkovitost.
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5. ZAKLJUCCI

Metoda hidratacije suhog fosfolipidnog filma pokazala se pogodnom za dobivanje

liposoma u laboratorijskim uvjetima.

Ekstruzijom izvornih liposomskih preparacija kroz polikarbonatne membrane dobiveni

su liposomi srednjeg promjera izmedu 110 1 140 nm.

Izmjerene vrijednosti zeta potencijala ukazuju na fizicki stabilne disperzije liposomskih

formulacija, posto su sve vrijednosti zeta potencijala manje od -30 mV.

Receptorski medij koji sadrzi 5% otopinu etanola u fosfatnom puferu pokazao se

prikladnim za in vitro ispitivanje oslobadanja azitromicina.

Ve¢i sadrzaj (%) azitromicina oslobodio se iz PG liposoma u odnosu na
konvencionalne (klasi¢ne) liposome. Pri tome najveci sadrzaj azitromicina oslobodio se iz
liposomskih formulacija sa 30 % (v/v) propilenglikola, nakon kojih slijede formulacije sa 20

% (v/v) te 10 % (v/v) propilenglikola.

Za sve uzorke liposoma ustanovljen je sli¢an profil oslobadanja azitromicina iz
liposoma karakteriziran brzim oslobadanjem u prvih nekoliko sati i uspostavljanjem platoa

nakon Sest sati ispitivanja.

Dobiveni rezultati ukazuju na mogucnost uporabe azitromicina uklopljenog u PG

liposome kao terapijskog sustava u terapiji koznih oboljenja.
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7. SAZETAK

Cilj ovog rada bila je priprava propilenglikol (PG) liposoma, njihova fizikalna karakterizacija
te ispitivanje in vitro oslobadanja uklopljenog lipofilnog lijeka-azitromicina. Propilenglikol
(PG) liposomi pripremljeni su metodom hidratacije suhog fosfolipidnog filma i ekstruzije
kroz polikarbonatne membranske filtre te su im odredeni zeta-potencijal, srednji promjer i
indeks polidisperznosti. Postupkom ekstruzije dobivene su homogenije liposomske
preparacije. Nakon ekstruzije kroz membrane veli¢ine pora 100 nm dobiveni su liposomi
manjeg indeksa polidisperznosti (0,085-0,131) i srednjeg promjera izmedu 110 i 140 nm.
Izmjereni zeta potencijal kretao se u rasponu od -48,4 do -36,5mV. Negativan zeta
potencijal (manji od -30 mV), ukazao je na fizi¢ki stabilne disperzije liposoma. In vitro
ispitivanje oslobadanja azitromicina provedeno je na Franz difuzijskoj ¢eliji. Ispitivanje je
provedeno 1 s klasi¢énim (konvencionalnim) liposomima te kontrolom koja je sadrzavala
azitromicin u 40% etanolnoj otopini. Sadrzaj oslobodenog azitromicina odreden je pomocéu
tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (high performance liquid chromatography,
HPLC). Sukladno oc¢ekivanjima veci sadrzaj (%) azitromicina oslobodio se iz PG liposoma
u odnosu na klasi¢ne (konvencionalne) liposome. Pri tome se najveci sadrzaj azitromicina
oslobodio iz liposomskih formulacija s 30 % (v/v) propilenglikola, nakon kojih slijede

formulacije s 20 % (v/v) te 10 % (v/v) propilenglikola.
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SUMMARY

The aim of this study was to develop and evaluate propylene glycol (PG) liposomes with
incorporated lipophilic drug-azithromycin. PG liposomes were prepared by a film hydration
method, following extrusion of preparations through the polycarbonate membrane filters, and
characterized by means of mean diameter, polydispersity index and zeta potential. Size
distribution of liposomal suspension after the extrusion (100 nm pore size) was relatively
homogeneous with polydispersity index 0.085-0.131 and a mean diameter 110-140 nm.
Measured zeta potential values were in the range between -48.4 and -36.5 mV. The negative
zeta potentials (less than -30 mV) indicated a formation of physically stable liposome
dispersions. In vitro release studies of azithromycin PG liposomes were performed on a
Franz cell diffusion system. Investigations were performed also with the classical
(conventional) liposomes and the control containing azithromycin in 40% ethanol solution.
The amount of released azithromycin was determined by HPLC method (high performance
liquid chromatography). As expected, the highest amount (%) of azithromycin was
released from the liposome formulation with 30% (v/v) of propylene glycol, followed by a
formulation with 20% (v/v) and 10% (v /v) propylene glycol.
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