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1. UVOD

1.1. Alzheimerova bolest

Najces¢i uzrok demencije u starijih je Alzheimerova bolest. Bolest karakterizira prisutnost
B-amiloidnih plakova i citoplazmatskih, a u uznapredovaloj fazi bolesti i ekstracelularnih
neurofibrilarnih snopova koji su nakupine hiperfosforiliranog tau proteina (Atri, 2019). Naime,
promjene u aktivnosti sekretaza koje cijepaju amiloidni prekursorski protein (APP; integralni
protein stani¢éne membrane) rezultiraju oligomerizacijom B-amiloidnih peptida Sto rezultira
ometanjem prijenosa signala u sinapti¢koj pukotini. Posljedi¢no nastaju netopljivi f-amiloidni
plakovi koji se nakupljaju u razli¢itim dijelovima mozga u kojima poticu upalni odgovor te
uzrokuju propadanje neurona (Khan i sur., 2020; Tiwari i sur., 2019). Tau protein je
mikrotubularni neuronalni protein koji ima fiziolosku ulogu u odrzavanju integriteta
citoskeleta. Vezanje na mikrotubule je regulirano fosforilacijom. Hiperfosforilirani tau protein
ima smanjeni afinitet vezanja za mikrotubule te se talozi u citosolu. Time se narusava struktura

stanice i ometa sinapti¢ka transmisija signala pa stanica degenerira (Khan i sur., 2020).

Navedeni procesi rezultiraju gubitkom sinapsi i neurona, gliozom, te smanjenom kolinergickom
aktivnosti u korteksu mozga. PatoloSka oSte¢enja koreliraju sa simptomima iako su u pocetku
asimptomatska. U uznapredovaloj fazi Alzheimerove bolesti, pri pojavi simptoma demencije
opazene su kortikalne ili kortiko-subkortikalne mikrohemoragije (Atri, 2019).

Simptomi se u pocetku ocituju poteSko¢ama u pamcenju 1 prisjeCanju nedavnih dogadaja,
depresijom i apatijom, dok se u kasnijim stadijima bolesti javlja dezorijentiranost, smanjena
sposobnost prosudivanja, konfuzija i promjene ponasanja. Pacijenti u uznapredovaloj fazi mogu

imati poteskoca s gutanjem, govorom i kretanjem (2020 Alzheimer's disease facts and figures).

Pojava bolesti povezana je s genskim ¢imbenicima. U najc¢eS¢em tipu Alzheimerove bolesti u
pacijenata starijih od 65 godina zabiljeZena je povezanost apolipoproteina E, odnosno alela
APO-¢4, s ubrzanim odlaganjem B-amiloidnih plakova i pojavom simptoma. Mutacije
prezentilina 1, APP-a i prezentilina 2 pojavljuju se kod familijarne autosomalno dominantne
Alzheimerove bolesti. Ona se pojavljuje rjede, u manje od 1 % slucajeva, te su pacijenti s
izrazenim simptomima mladi od 65 godina. Istrazivanja su usmjerena prema uspostavljanju

pouzdanih metoda ranog dijagnosticiranja bolesti (Atri, 2019).



1.2. Donepezil

U lijeCenju simptoma Alzheimerove bolesti najvisSe se koriste lijekovi inhibitori
acetilkolinesteraze medu koje se ubraja donepezil (Slika 1.). Ti lijekovi sprjecavaju razgradnju

acetilkolina te time povecavaju kolinergic¢ku neurotransmisiju u mozgu (Birks i Harvey, 2018).

Slika 1. Struktura donepezila. Nacrtano pomocu programa Biovia draw 2017.

Donepezil je selektivniji prema acetilkolinesterazi u srediSnjem Ziv€anom sustavu dok ima
manji afinitet prema periferiji. NajéeSc¢e je koriSteni inhibitor acetilkolinesteraze u lijeCenju

Alzheimerove bolesti (www.nchi.nlm.nih.gov). Poboljsava kognitivne sposobnosti i ponasanje,

ali nema dokaza da mijenja tijek bolesti (Zhang i sur., 2022).

Donepezil je u Hrvatskoj odobren u obliku filmom obloZenih tableta i raspadljivih tableta. Ima
dugo vrijeme polueliminacije (70 sati) §to mu omogucava primjenu jednom dnevno u
uobicajenoj dozi od 5 do 10 mg. Dnevna doza donepezila moze se povecati na 23 mg. Dostupne
su 1 filmom obloZene tablete koje uz donepezil sadrZzavaju i memantin koji je antagonist N-

metil-D-aspartatnih (NMDA) receptora u mozgu. Djelovanjem na spomenute receptore

memantin pospjesuje transmisiju ziv¢anih signala i kognitivne funkcije (www.halmed.hr).

Donepezil se metabolizira preko CYP2D6, CYP3A4, CYP3A5 i CYP2C9 enzima u
jetri. Utvrden je utjecaj genskog polimorfizma CYP2D6 i CYP3A4 te alela za apolipoprotein
E na djelovanje ovog lijeka (Pooladgar i sur., 2022). Rijetke su interakcije s drugim lijekovima
od kojih se isti¢e interakcija s lijekovima koji djeluju na kolinergicki sustav. Kroni¢na primjena
u dozama ve¢im od 10 mg dnevno moze rezultirati ozbiljnim nuspojavama (Agrawal i sur.,
2018). Nuspojave su ovisne o dozi te su najcesce kolinergi¢ke kao §to su muc¢nina, povracanje,
dijareja, nesanica, umor, anoreksija te gréevi u misSi¢ima. Druge potencijalne nuspojave su

bradikardija, zatajenje srca, retencija urina, konvulzije, halucinacije i gastrointestinalno


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/#rezultati

krvarenje (www.ncbi.nlm.nih.gov). Kako bi se smanjila mogucnost razvoja nuspojava,

razmatra se nazalna primjena donepezila kojom bi se reducirala sistemska izlozenost lijeku

(Espinoza i sur., 2019).

1.3. Nazalna primjena lijekova

Nazalna primjena lijekova pruza moguénost lokalne dostave (lijecenja oboljenja nosne
sluznice), sistemskog ucinka (za lijekove koji se apsorbiraju preko nosne sluznice) te izravne
dostave lijekova u mozak. Karakterizira je neinvazivnost, suradljivost pacijenata koji mogu
jednostavno i samostalno uzimati lijek, relativno mala enzimska aktivnost na mjestu primjene,
prikladan profil apsorpcije te brz pocetak djelovanja. Potencijal izravne dostave nazalno
primijenjenog lijeka u mozak uz zaobilazenje krvno-mozdane barijere pruza moguénost
povecanja raspolozivosti lijeka na mjestu ucinka u lije¢enju tumora mozga i degenerativnih
bolesti kao S§to su Alzheimerova bolest, Parkinsovona bolest 1 mozdani udar. Nedostaci
nazalnog puta primjene su relativno brza eliminacija lijeka s nosne sluznice, moguca niska
bioraspolozivost te potencijalni Stetni u¢inak na nosnu sluznicu. Doziranje je ograniceno, a za

zeljeni u¢inak vazna je pravilna primjena lijeka (Tai i sur., 2022).

Nosna Supljina podijeljena je na vestibularnu, respiratornu i olfaktornu regiju. Vestibularna
regija nalazi se u prednjem podruc¢ju nosne Supljine. Unutarnjom nosnom valvulom (mjestom
najveceg suzenja) odijeljena je od dubljih dijelova nosne Supljine koji obuhvacaju respiratornu
i olfaktornu regiju (Sobiesk i Munakomi, 2023). Respiratorna regija zauzima najveci dio nosne
Supljine. Predstavlja ciljnu regiju za dostavu lijekova s lokalnim u¢inkom kao i za postizanje
sistemske raspolozivosti lijeka. Olfaktorna regija nalazi se u gornjem dijelu nosne Supljine. To
je glavno interesno podrucje preko kojeg se nazalno primijenjeni lijek najve¢im dijelom izravno

dostavlja do mozga (Agrawal i sur., 2018).

Nosnu sluznicu €ini epitel ispod kojeg se nalaze bazalna membrana i lamina propria. Glavne
stanice koje se nalaze u ovom podrucju su bazalne stanice te vrcaste stanice, cilijarne i
necilijarne cilindri¢ne stanice koje se nalaze u apikalnom dijelu epitela. Bazalne stanice nalaze
se iznad bazalne membrane te prema potrebi mogu rasti i sazrijevati u stanice svakog podrucja
nosne Supljine. Vrcaste (goblet) stanice izlucuju sluz koja sadrZi mucin na povrsinu sluznice, a
cilijarne cilindri¢ne stanice povecavaju apsorpcijsku povrSinu. Pri apsorpciji u cirkulaciju

molekula mora pro¢i sloj sluzi, epitel, stromu, bazalnu membranu i endotel kapilare (Slika 2.).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Potrebna je brza apsorpcija preko sluznice jer ¢e u protivnom molekula biti odstranjena

mukocilijarnim klirensom (Erdo6 i sur., 2018; Tai i sur., 2022).

Mukozni sloj
1

Cilijama stanica  Goblet stanica

Epitelni sloj

TR
[

Necilyjarna Bazalna stanica Endotel kapilare Bazalna membrana
cilindriéna stanica

Slika 2. Struktura nazalne sluznice (slika izradena po uzoru na Tai i sur., 2022).

1.3.1. Izravna dostava lijeka iz nosne Supljine u mozak

Mozak je zasti¢en od ostatka organizma intersticijskom teku¢inom u parenhimu mozga
1 cerebrospinalnom teku¢inom koja se nalazi u ventrikulima mozga 1 cerebrospinalnom
subarahnoidalnom prostoru. Krvno-mozdana barijera i krvno-cerebrospinalna barijera
ogranic¢avaju prolazak raznih endogenih i egzogenih tvari iz sistemske cirkulacije u mozak.
Vise od 98 % molekula male molekulske mase te oko 100 % molekula velike molekulske mase

ne uspijeva prije¢i navedene barijere (Rassu i sur., 2016).

Nazalno primijenjeni lijek moze do¢i do mozga preko oflaktornog zivca (Slika 3.),
trigeminalnog Zivca i perifernim putem preko sistemske cirkulacije (Slika 4.). Olfaktorni epitel
sastoji se od bazalnih, potpornih i stanica olfaktornog Zivca. Molekula lijeka se preko
olfaktornog Zivca transportira u olfaktorni bulbus. Mogu¢ je transport ulaskom u neuron,
ekstracelularni transport preko medustani¢nog prostora te unutarstani¢ni transport preko
bazalnih epitelnih stanica. Neuralnim transportom molekula endocitozom ili pinocitozom
dolazi do olfaktornog bulbusa nakon c¢ega se egzocitozom doprema do razli¢itih dijelova

mozga. Ekstraneuralnim putom molekule lijeka prolaze medustani€énim prostorom izmedu



stanica olfaktornog Zzivca u olfaktornom epitelu. Nakon stizanja do olfaktornog bulbusa
difuzijom prelaze u ostale dijelove mozga. Transport preko trigeminalnog zivca koji inervira
olfaktorni i respiratorni epitel nazalne sluznice je od manjeg znaCaja. Perifernim putom
molekule lijeka ulaze u sistemsku cirkulaciju te za prelazak u mozak trebaju prije¢i krvno-
mozdanu barijeru. Nedostaci tog puta su potencijalna periferna djelovanja, vezanje lijeka na
proteine plazme, razgradnja plazmatskim proteazama te izlu¢ivanje putem bubrega. Takav put

primjereniji je za lipofilne molekule male molekulske mase (Tai i sur., 2022).

Bowmanova Zlyjezda
=— Vlakno olfaktornog
Ziveca
Lamima
propria
( Bazalna stani
I ® I =—Bazalna stanica
Potpoma
: stanica
Olfaktorm
epitel
Stanica
olfaktornog
receptora

Slika 3. Olfaktroni epitel (slika izradena po uzoru na www.britannica.com).



Oflaktorni put

[rigeminalni put

Slika 4. Shematski prikaz putova dostave lijeka od nosne sluznice do mozga (slika izradena po
uzoru na Tai i sur., 2022).

1.4. Nazalna primjena donepezila

Nazalna primjena donepezila istrazuje se s ciljem poveéanja raspolozivosti lijeka u
mozgu. Ovaj bezbolni put primjene pogodniji je za starije pacijente koji mogu imati poteskoca
s gutanjem oralnih oblika. Enzimska razgradnja lijeka na mjestu primjene znacajno je manja
nego nakon oralne primjene, apsorpcija je brza te se izbjegava metabolizam prvog prolaska
kroz jetru. Smanjena je moguénost razvoja nuspojava jer se lijek primjenjuje lokalno pa je
sistemska izloZenost lijeku smanjena. Omogucena je ciljana dostava lijeka iz nosne Supljine
preko olfaktornog i trigeminalnog Zivca u mozak. Na taj se nacin zaobilazi krvno-mozdana

barijera (Espinoza i sur., 2019).

Ograni¢avaju¢i ¢imbenici nazalnog puta primjene nastoje se prevladati razvojem naprednih
farmaceutskih oblika lijeka (Espinoza i sur., 2019). Primjerice, in vivo studijom u zeCeva
istrazivana je nazalna primjena donepezilklorida uklopljenog u liposome oblozene tioliranim
kitozanom. Postignuta je veca koncentracija lijeka u krvi i mozgu u usporedbi s oralnom

primjenom donepezilklorida u obliku tableta (Al Harthi i sur., 2019).

Ispitivane su i otopine donepezilklorida i kitozana (1 %, m/m) ili Pluronica F-127 (18 %, m/m)
kao potencijalne formulacije za nazalnu primjenu. Prou¢avan je i utjecaj otapala Transcutola®

P (20 %, m/m) na permeaciju donepezilklorida. Svaka je formulacija sadrzavala donepezilklorid



u koncentraciji od 6,25 mg mL™!. Temperatura geliranja formulacije koja je sadrzavala Pluronic
F-127 iznosila je 32,5 °C. Navedena formulacija je karakterizirana boljim svojstvima
permeacije 1 oslobadanja lijeka u odnosu na onu koja je sadrzavala kitozan. Uporabom otapala
Transcutola® P poboljsana je permeacija lijeka in vitro kroz sluznicu nosa svinje. Ispitivane
formulacije bile su stabilne pri temperaturi od 30 do 40 °C te nisu pokazale toksi¢na svojstva

za sluznicu (Espinoza i sur., 2022).

1.5. In situ gelirajuéi sustavi

In situ gelirajuci sustavi (otopine i suspenzije) primjenjuju se u obliku tekucine koja
gelira pri odredenim fizioloSkim uvjetima. Zbog stabilnosti, netoksi¢nosti, i potencijala dostave
potrebne doze lijeka, navedeni sustavi sve vise se istrazuju. Osiguravaju precizno doziranje,
dulje zadrzavanje formulacije na mjestu primjene, smanjeno istjecanje niz nos ili u grlo i
smanjenu nazalnu enzimsku razgradnju lijeka. Takoder pruzaju moguénost maskiranja okusa
lijeka te je primjena olakSana ¢ime se pobolj$ava suradljivost pacijenata. Geliranje na mjestu
primjene moze biti potaknuto temperaturom, promjenom pH vrijednosti, prisustvom odredenih
iona, enzima ili svjetlo§¢u odredene valne duljine. In situ gelirajuci sustavi prikladni su za
oblikovanje lijekova sa sistemskim i lokalnim u¢inkom (Laffleur i Bauer, 2021; Vigani i sur.,
2020).

1.6. Kitozan

Kitozan (Slika 5.) je biokompatibilni, biorazgradljivi i netoksi¢ni linearni polisaharid
D-glukozamina i1 N-acetil-D-glukozamina. Dobiva se deacetilacijom hitina, drugog
najzastupljenijeg polisaharida u prirodi kojeg sadrzavaju ljusture morskih organizama (rakova

i skoljkasa) te insekti, alge, gljivice i plijesni (Sacco i sur., 2018; www.pubchem.com).



http://www.pubchem.com/
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Slika 5. Podjedinica strukture kitozana sastavljena od D-glukozamina i N-acetilglukozamina.

Nacrtano pomoc¢u programa Biovia draw 2017.

Svojstva kitozana ovise o0 stupnju deacetilacije, polidisperznosti i molekulskoj masi (Hamedi i

sur., 2022). Kitozan nije topljiv u vodi, alkalijama i ve¢ini organskih otapala (Tang i sur., 2023).

Protonacija amino skupine ¢ini ga topljivim u vodi pri kiselim uvjetima, a pKa vrijednost mu

iznosi izmedu 6,3 1 7,2 (Sacco i sur., 2018).

Kitozan i njegovi derivati pokazuju antibakterijsku, antitumorsku, antioksidativnu i antiviralnu
aktivnost. Mogu potaknuti agregaciju eritrocita i aktivaciju trombocita te sustava komplementa
(Wang i sur., 2020). Zbog utjecaja na zgrusavanje krvi kitozan se koristi u kontroli hemostaze
(Notario-Pérez i sur., 2022). Antibakterijska svojstva se uglavnom objasnjavaju elektrostatskim
interakcijama NHs* skupina kitozana i stani¢ne stijenke bakterija koja je negativno nabijena.
Mijenjanjem molekulske mase i koncentracije kitozana mogu se modulirati antimikrobni uéinci
(Sacco i sur., 2018). Zbog svojih dobrih svojstava ima $iroku primjenu, npr. u farmaceutskoj,
prehrambenoj i kemijskoj industriji. U biomedicinskom podruc¢ju primjenjuje se u izradi obloga
za rane te kao biokompatibilni materijal u kirurgiji, stomatologiji i tkivnom inzenjerstvu.
Ispituje se u izradi naprednih terapijskih sustava za primjenu lijekova kao mukoadhezivni
polimer sa svojstvom poboljSanja permeacije i1 prilagodavanja oslobadanja lijeka iz nosaca
(Tang i sur., 2023). Proucava se primjena derivata kitozana kao adjuvanta i nosaca cjepiva te u

ciljanoj dostavi lijekova (Wang i sur., 2020).

U formulacijama s kitozanom problem mogu predstavljati prisutne necisto¢e od kojih se
izdvajaju teski metali, pepeo 1 proteini. Prisutni proteini mogu potaknuti imunosni odgovor dok

s pepelom mogu ometati otapanje kitozana (Georgieva i sur., 2023).



1.6.1. Derivati kitozana

Topljivost kitozana u vodi moze se povecati uvodenjem alkilne skupine koja slabi
medumolekulske vodikove veze. Tako modificiran kitozan se zbog svog antibakterijskog
djelovanja i poticanja koagulacije moze primijeniti za izradu obloga za rane. Moguca je i
primjena u prociS¢avanju vode jer zbog svog pozitivnog naboja moze adsorbirati anionske
surfaktante. Uvodenjem hidrofilne skupine kao Sto je karboksilna skupina poboljSava se
topljivost kitozana u neutralnom i alkalnom mediju. Taj derivat kitozana primjenjuje se u
mnogim podruc¢jima kao $to su industrija, agronomija, biokemija i medicina. Bolje stvara film,
zadrzava toplinu i flokulira. Karboksimetilkitozan se odlikuje antibakterijskom aktivnoscu koja
ima pozitivan ucinak na cijeljenje rana. Derivatizacija kitozana u kvaternu amonijevu sol
rezultira slabljenjem vodikovih veza i povecanjem topljivosti u vodi. Poboljsavaju se i
antibakterijska svojstva koja omogucuju njegovu primjenu u protuupalnim lijekovima i
oblogama za rane. Taj derivat kitozana pokazuje 1 poveéanu biokompatibilnost,
biorazgradljivost, netoksi¢nost, bioloski u¢inak te mukoadhezivnost. Esterifikacijom kitozana
sumpornom kiselinom dobiva se derivat s poboljSanim antikoagulacijskim svojstvima zbog
strukturne sli¢nosti s heparinom. Eteri kitozana topljivi su u vodi, nisu toksi¢ni te dobro
zadrzavaju vlagu. Pokazuju i bakteriostatski u¢inak koji im omogucuje primjenu u biomedicini.
Dodavanjem acilne skupine u molekulu kitozana mijenja se pH vrijednost pri kojoj kitozanski
sustavi geliraju §to omogucava ciljano oslobadanje uklopljenog lijeka (Wang i sur., 2020).
Derivati kitozana uzimani kao dodaci prehrani pokazuju hipoglikemijski u¢inak. Snizavaju

razine ukupnog kolesterola i triglicerida u krvi i jetri (Ahn i sur., 2021).
1.6.2. Geliranje kitozana

Kitozanski gel nastaje uslijed elektrostatskih i hidrofobnih interakcija te vodikovih veza.
Modifikacijom fizi€¢kih i kemijskih ¢imbenika, kao $to su pH, temperatura, ionska jakost 1
dodatak protuiona moguce je potaknuti prijelaz iz sol u gel stanje (Sacco i sur., 2018). U
kiselom mediju (do pH 6,2) protoniraju se amino skupine kitozana. Neutralizacijom vodene
otopine kitozana i povisenjem pH iznad 6,2 nastaje precipitat u obliku hidrogela (Zhou i sur.,
2015). Poliolfosfati kao sto su B-glicerofosfat (Slika 6.), glukoza-1-fosfat i glukoza-6-fosfat
utjeCu na geliranje kitozana. Povecanjem poliolskog dijela molekule sprjecavaju se interakcije
medu lancima kitozana §to ometa geliranje. B-glicerofosfat pospjeSuje umrezavanje lanaca
kitozana. Pod utjecajem topline protoni prelaze s kitozana na B-glicerofosfat $to rezultira

neutralizacijom naboja. Izmedu polimernih lanaca kitozana uspostavljaju se hidrofobne



interakcije te nastaje gel pod utjecajem privlacnih unutarlancanih sila (Sacco i sur., 2018).
Izmedu kitozana (polikationa) i polianiona uspostavljaju se jake veze koje sprjecavaju
odvajanje polimernih lanaca, a veéi stupanj umreZavanja lanaca osigurava bolju kontrolu
oslobadanja lijeka i bolje prianjanje na mukozu (Cazorla-Luna i sur., 2021). Dodatkom [-
glicerofosfata postize se geliranje ovisno o temperaturi, pri fizioloskom pH (7,0-7,4) (Zhou i
sur., 2015).

Slika 6. Struktura B-glicerofosfata. Nacrtano pomoéu programa Biovia draw 2017.

1.6.3. Termoosjetljivi in situ gelirajuci kitozanski sustavi

Kitozan pospjeSuje apsorpciju hidrofilnih lijekova male molekulske mase te peptida i
proteina. Otopina kitozana, poliola i lijeka primijenjena u nosnu Supljinu gelira pri fizioloskoj
temperaturi nosne sluznice (Tablica 1.). Posljedi¢no smanjuje mukocilijarni klirens, istjecanje

lijeka iz nosa ili u grlo te omogucava produljeno oslobadanje lijeka (Gholizadeh i sur., 2019a).

Tablica 1. Termoosjetljivi kitozanski nazalni in situ gelirajuci sustavi s poliolima

Djelatna tvar Komentar Literatura

Ibuprofen Geliranje postignuto unutar | (Gholizadeh i sur., 2019a)
2 do 7 minuta pri 30-35 °C

Traneksami¢na kiselina Geliranje postignuto unutar | (Gholizadeh i sur., 2019b)

priblizno 5 minuta pri 32 °C

Doksepin Geliranje postignuto nakon | (Naik i Nair, 2014)
7 minuta pri 37 °C
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Kitozan ostvaruje elektrostatske interakcije sa sijalinskom kiselinom u nazalnoj mukozi te
omogucuje reverzibilno otvaranje medustani¢nih ¢vrstih spojeva (engl. tight junctions) ¢ime
povecava permeaciju lijeka, odnosno paracelularni transport hidrofilnih molekula kroz epitel
nosne sluznice (Bernkop-Schniirch i Diinnhaupt, 2012; Gholizadeh i sur., 2019a). Kapljice
rasprSenog spreja trebaju biti veée od 10 um kako ne bi dospjele do pluéa (Casettari i Illum,
2014).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Porastom udjela starijeg stanovnistva raste broj oboljelih od Alzheimerove bolesti koja je
jedan od vodec¢ih uzroka demencije (Atri, 2019). Suvremena istrazivanja usmjerena su na razvoj
novih lijekova i novih farmaceutskih oblika u svrhu poboljsanja ishoda lije¢enja Alzheimerove
bolesti. Medu odobrenim lijekovima trenutno su najzastupljeniji inhibitori acetilkolinesteraze
koji djeluju samo na simptome bolesti, dok njihov utjecaj na tijek bolesti nije utvrden. Navedeni
lijekovi sprjecavaju razgradnju acetilkolina te time povecavaju kolinergicku neurotransmisiju
U mozgu, poboljsavajuc¢i kognitivne funkcije. Donepezil je najcesce koristeni selektivni i
reverzibilni inhibitor acetilkolinesteraze, a na nasem trziStu dostupan je u obliku tableta

(Colovic i sur., 2013, www.halmed.hr).

In situ gelirajuci sustavi razmatraju se kao inovativni farmaceutski oblici za nazalnu primjenu
donepezila, s potencijalom povecane bioraspolozivosti, smanjene doze i olakSane primjene u
odnosu na oralnu primjenu, koja moze biti otezana zbog problema s gutanjem. In situ gelirajuci
sustavi su tekuci pri sobnoj temperaturi, a geliraju prilikom kontakta sa sluznicom nosa.
Zahvaljujuéi geliranju, lijek se dulje zadrzava na mjestu primjene, odnosno smanjuje se
istjecanje formulacije izvan interesnog podruc¢ja. Nazalna primjena lijeka smanjuje rizik od
nuspojava te omogucuje zaobilazak krvno-mozdane barijere i izravnu dostavu lijeka u mozak.

Pritom je najznacajniji put izravne dostave preko olfaktornog zivca (Espinoza i sur., 2019).

Cilj ovog rada bio je pripraviti i karakterizirati in situ geliraju¢e sustave za nazalnu primjenu
donepezila, temeljene na kitozanu kao geliraju¢em polimeru. Kitozan i njegovi derivati §iroko
se primjenjuju u biomedicini te se koriste u istrazivanju i razvoju naprednih formulacija za
nazalnu primjenu (Desai i sur., 2023). Gelirani kitozanski sustavi bolje adheriraju na sluznicu i
pruzaju bolju kontrolu oslobadanja lijeka (Cazorla-Luna i sur., 2021). Geliranje kitozana pri
fizioloskoj temperaturi i pH nosne sluznice moguce je posti¢i dodatkom beta-glicerofosfata
(Zhou i sur., 2015). Kombinacija niskomolekulskog kitozana s beta-glicerofosfatom je u
dosadasnjim ispitivanjima rezultirala in situ geliraju¢im sustavima prikladnih reoloskih

svojstava za nazalnu primjenu (Gholizadeh i sur., 2019a).
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https://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/#rezultati

Specificni ciljevi ovog rada bili su:

e pripremiti in situ gelirajuce otopine donepezila pri razliCitim koncentracijama
donepezila i niskomolekulskog kitozana

e odrediti pH i sadrzaj donepezila u pripremljenim in Situ geliraju¢im otopinama

e ispitati utjecaj koncentracije donepezila i kitozana u in situ geliraju¢im otopinama na:
e temperaturu geliranja,
e vrijeme geliranja,
e krivulju te¢enja,

e viskoznost u mirovanju.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Materijali

U eksperimentalnom dijelu ovog rada koriSteni su donepezilklorid (dalje u tekstu
donepezil; Carbosynth Limited, Ujedinjeno Kraljevstvo), dinatrijev beta-glicerofosfat
pentahidrat (dalje u tekstu B-GP; Biosynth s.r.0., Slovacka) i niskomolekulski Kitozan
molekulske mase 50 — 190 kDa uz stupanj deacetilacije 75-85 % (dalje u tekstu kitozan; Sigma
Aldrich Chemie, Njemacka). Sve ostale tvari koriStene u ovom istrazivanju bile su visoke

¢isto¢e 1 nabavljene su od Kemike, Hrvatska.

3.2. Metode
3.2.1. Priprema in situ gelirajuéih otopina donepezila

Koncentrirana otopina B-GP-a (490 mg mL™) pripravljena je otapanjem krutine u
proc¢is¢enoj vodi na magnetskoj mijesalici, te je otopina sonicirana na ultrazvuénoj kupelji
(Bandelin, Sonorex digiplus, Njemacka) jo§ 30 minuta do potpunog otapanja. Koncentrirane
otopine kitozana (10 i 15 mg mL™?) pripravljene su u 0,5 % (V/V) octenoj kiselini, uz mijesanje
tijekom 24 sata na magnetskoj mijeSalici. Pripravljene otopine kitozana profiltrirane su pomocu
vakuumske pumpe te je u filtriranim otopinama kitozana otopljen donepezil. Otopini kitozana
i lijeka je pri 4 °C (u ledenoj kupelji) pipetom, kap po kap, dodavana ohladena otopina -GP-a
u volumnom omjeru 1:1,6, te su tako pripravljene formulacije mijeSane u ledenoj kupelji jo$§
10 minuta. Konacni sastav otopina prikazan je u Tablici 2. Uzorcima je izmjerena pH vrijednost

koristenjem S47 SevenMulti pH metra (Mettler Toledo GmBH, Svicarska).

Tablica 2. Sastav in situ geliraju¢ih otopina donepezila

Koncentracija Koncentracija Koncentracija o
B ] ] Maseni omjer
Formulacija kitozana B-GP-a donepezila
kitozan : B-GP
(mg mL?) (mg mL?) (mg mL?)
1 6,15 188,46 0,40 1:30
2 9,23 188,46 0,40 1:20
3 6,15 188,46 0,50 1:30
4 9,23 188,46 0,50 1:20
5 6,15 188,46 0,60 1:30
6 9,23 188,46 0,60 1:20
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3.2.2. UV-Vis spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije donepezila u
In situ gelirajué¢im otopinama

UV-Vis spektrofotometrijom odredena je koncentracija donepezila u pripremljenim in
situ geliraju¢im otopinama. Alikvot uzorka (0,5 mL) pipetiran je u odmjernu tikvicu od 10 mL
te nadopunjen otopinom octene kiseline (0,5 %, V/V) do oznake. Dobivena otopina je
profiltrirana kroz membranski filtar veli¢ine pora 0,20 um (Chromafil® Xtra PES27 20/25,
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Njemacka). Izmjerena je apsorbancija (A) UV-Vis
spektrofotometrom (Slika 7.) (UV-Visible Spectrophotometer Cary 50 Probe, Varian, SAD) pri
valnoj duljini od 271 nm. Apsorbancija je mjerena u triplikatu. 1z prethodno eksperimentalno
odredenog bazdarnog dijagrama izradunata je koncentracija (c, pg mL™) lijeka prema jednadzbi

pravca (Dvorski, 2022):

A =0,0288c —0,0068

Slika 7. UV-Vis spektrofotometar Cary 50 Probe (Varian, SAD)

3.2.3. Reoloska karakterizacija in situ gelirajucih otopina donepezila

Reoloska ispitivanja provedena su na modularnom kompaktnom reometru MCR 102
koji je prikazan na Slici 8. (Anton Paar GmbH, Austrija). Uzorci su prije samih mjerenja bili
temperirani na sobnu temperaturu te su sva ispitivanja izvedena u duplikatu. Podaci prikupljeni
reoloskim ispitivanjima obradeni su i analizirani softverom RheoCompass™ (Anton Paar

GmbH, Austrija).
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Slika 8. Reometar MCR 102 (Anton Paar GmbH, Austrija)

3.23.1. Odredivanje temperature geliranja

Oscilacijskim testom promjene temperature (engl. temperature sweep test) odredena je
temperatura prijelaza pripravljenih in situ geliraju¢ih otopina donepezila iz sol u gel stanje.
Testom se prati ovisnost modula pohrane (G') i modula gubitka (G") o temperaturi. Temperatura
geliranja odredena je iz tocke krizanja krivulja G'i G", odnosno iz to¢ke u kojoj vrijedi G'=G"
(Ramli i sur., 2022). Pri mjerenju je koristen mjerni sustav paralelnih plo¢a PP50 (engl. parallel
plate, promjera 50 mm) pri udaljenosti gornje i donje mjerne plo¢e od 0,5 mm. Test je proveden
pri kutnoj frekvenciji od 6,28 rad s i smi¢noj deformaciji od 1 %. Promatrane su promjene G'
I G" u temperaturnom intervalu od 20 do 40 °C s linearnim povecanjem temperature od 1 °C

po minuti. Pojedina¢no mjerenje je trajalo 20 minuta.

3.2.3.2. Odredivanje vremena geliranja

Oscilacijskim testom vremena geliranja (engl. gelation time test) odredeno je vrijeme
do prelaska in situ gelirajucih otopina donepezila iz sol u gel stanje pri fizioloskoj temperaturi
nosne sluznice. Testom se prati ovisnost modula pohrane (G') i modula gubitka (G") o vremenu.
Vrijeme geliranja je odredeno iz tocke za koju vrijedi G'=G" (Ramli i sur., 2022). Pri mjerenju
je koriSten mjerni sustav PP50 promjera 50 mm pri udaljenosti gornje i donje mjerne ploce od
0,5 mm. Kutna frekvencija iznosila je 6,28 rad s, a smi¢no naprezanje 1 %. Temperatura je
bila postavljena na 34 °C Sto odgovara prosje¢noj temperaturi sluznice nosa te simulira uvjete

primjene lijeka (Keck i sur., 2000). Mjerenje je trajalo 20 minuta.
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3.2.3.3. Odredivanje krivulje teenja
Rotacijskim testom ispitana je ovisnost viskoznosti (7, mPa s) in situ gelirajucih otopina
donepezila o brzini smicanja (y; s1). Mjerenje je provedeno koriitenjem mjernog sustava
stozac-plo¢a CP50 (engl. cone plate, promjera 50 mm, nagiba 1°), pri udaljenosti gornjeg
mjernog tijela (stoSca) od donje mjerne ploce od 0,102 mm. Temperatura je bila konstantna te
je iznosila 25 °C §to odgovara temperaturi raspr§ivanja. Promatrane su promjene viskoznosti u

intervalu brzine smicanja od 0,1 do 100 s

3.2.3.4. Odredivanje viskoznosti u mirovanju
Rotacijskim testom puzanja (engl. creep test) ispitana je ovisnost smi¢ne deformacije
(v) o vremenu. Iz dobivene krivulje odredena je viskoznost U mirovanju. Pri mjerenju je koriSten
mjerni sustav CP50-1 (promjer 50 mm i nagib 1°), pri udaljenosti gornjeg mjernog tijela
(stoSca) od donje mjerne plo¢e od 0,102 mm. Smicno naprezanje bilo je konstantno te je

iznosilo 0,1 Pa. Temperatura je iznosila 25 °C, mjerenje je trajalo 5 minuta.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Priprema i osnovna karakterizacija in situ gelirajuéih otopina donepezila

U okviru razvoja naprednog tekuéeg farmaceutskog oblika za nazalnu primjenu donepezila,
u ovom radu pripravljeni su in situ geliraju¢i sustavi kao vodene otopine koje su sadrzavale
donepezil (0,4 - 0,6 mg mL™1), kitozan (6,15 i 9,25 mg mL?) i B-GP (188,46 mg mL™).
Formulacije s kitozanom, donepezilom i B-GP-om odgovarajucih su svojstva rasprSivanja i
geliranja za nazalnu primjenu (Perkusic i sur., 2023). Prema literaturnim navodima, srednje i
visokomolekulski kitozan u istom tipu formulacije rezultirali su precipitacijom i loSim
svojstvima rasprsivanja dok primijenjeni u nizim koncentracijama nisu gelirali (Perkusic i sur.,
2023). Takoder, niskomolekulski kitozan koristen je za pripravu kitozansko-manitolskih
mikrosfera s uklopljenim donepezilom, kao praskastog oblika za nazalnu primjenu (Potocki,

2022).

U istrazivanju Gholizadeh i suradnika, prilikom razvoja nazalne in situ geliraju¢e formulacije
ibuprofena koriSteni su kitozani istog stupnja deacetilacije (98 %) te razlicite molekulske mase
(110 - 150 kDa, 150 — 250 kDa i 250 — 300 kDa). Najpogodnijim se pokazao sustav koji je
sadrzavao kitozan molekulske mase 110 - 150 kDa te B-GP u koncentraciji od 190 g mL™
(Gholizadeh i sur., 2019a). U drugom istrazivanju iste grupe istrazivaca usporedivana su
reoloska svojstva in situ gelirajucih nazalnih formulacija trancksamicne kiseline s kitozanom i
B-GP-om. Koristen je kitozan molekulske mase 110 — 150 kDa i stupnja deacetilacije 98 %.
Ispitivane formulacije pripremljene su mijesanjem otopine kitozana (2 %, m/V) i B-GP-a (49 %,
m/V) u volumnom omjeru 4 : 2,5. Rezultati su pokazali prihvatljiva svojstva geliranja na
sluznici nosa uz produljenje vremena zadrzavanja i prikladnost za primjenu u obliku nazalnog

spreja (Gholizadeh i sur., 2019b).

U ovom radu, koncentracija donepezila u pripravljenim in situ geliraju¢im otopinama
izraCunata je prema izmjerenim vrijednostima apsorbancije (Tablica 3.) i jednadZbi iz poglavlja
3.2.2. Uoceno je da su otopine pripravljene pri najvecoj koncentraciji donepezila
(0,6 mg mL%; formulacije 5 i 6) stajanjem pri sobnoj temperaturi tijekom sat vremena postale

zamucene $to upucuje na stvaranje taloga te su navedeni uzorci iskljuceni iz daljnjih ispitivanja.

Omjer izmjerenih i teorijskih koncentracija donepezila u rasponu je od 98,0 + 2,6 do 102,4 +

0,8 %, iz Cega je razvidno da izmjerene koncentracije odgovaraju teorijskim vrijednostima.
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Tablica 3. Koncentracija donepezila u pripravljenim in situ geliraju¢im otopinama

Uzorak 1 2 3 4
c(mgmL?) | 0,4+0,2 0,4+2.,6 0,5+0,2 0,5+0,2
Cexp/Cteor 102,4+0,8 | 98,0+2,6 101,4+3,0 | 99,2+0,8

Omijer eksperimentalno dobivene koncentracije i teorijske koncentracije prikazan je u tablici

POd Cexp/Cteor. Prikazane su srednje vrijednosti = SD (n=3).

Izmjerene pH vrijednosti in situ geliraju¢ih otopina donepezila pripravljenih u ovom radu
kretale su se u rasponu od 7,36 — 7,46. Pripravljene otopine su blago alkalne, ali unutar
prihvatljivog intervala pH za nosnu sluznicu (Needham, 2022). Naime, vrijednost pH sluznice
nosa u intervalu je od 5,5 do 6,5. U slucaju upale, pH raste te moze poprimiti vrijednosti od 7,2
do 8,3 (England et al., 1999). Kitozan je topljiv u kiselom mediju, a dodatkom B-GP-a
omoguceno je geliranje pri viSim fizioloskim vrijednostima pH. Dodatkom poliolfosfata, u
ovom radu B-GP-a, postize se geliranje ovisno i o temperaturi, dok je geliranje otopine samog
kitozana ovisno o pH. Opisana formulacija pri fizioloSkom pH predstavlja otopinu koja prelazi

u gel pri temperaturi nosne sluznice (Chenite i sur., 2000).

4.2. Vrijeme geliranja
Kao mehanizam zastite donjih diSnih putova od udahnutih ¢estica i mikroorganizama,
sluz koja prekriva nosnu sluznicu kontinuirano se €isti 1 obnavlja. Ovisno o podru¢ju nosa
potrebno je od 10 do 20 minuta za mukocilijarno ¢is¢enje (Carlson i sur., 2018). Razvoj in situ
geliraju¢ih sustava za nazalnu primjenu karakteriziranih vremenom geliranja kra¢im od
vremena mukocilijarnog c¢iS¢enja omogucava dulje zadrzavanje u nosnoj Supljini prije

uklanjanja normalnim zastitnim fizioloskim procesima na nosnoj sluznici.

Vrijeme geliranja u ovom radu pripravljenih in situ geliraju¢ih otopina donepezila prikazano je

u Tablici 4. Mjerenje je provedeno pri temperaturi sluznice nosa, odnosno pri 34 °C.
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Tablica 4. Vrijeme geliranja in situ gelirajucih otopina donepezila pri 34 °C

Formulacija | 1 2 3 4
Vrijeme 4,4+04 | 42400 |4,9£0,1 Trenutno
geliranja geliranje
(min)

Prikazane su srednje vrijednosti = SD (n=2).

Formulacije 1, 2 i 3 gelirale su u vremenskom intervalu od 4,2 + 0,0 do 4,9 = 0,1 min (Slika
9.). Iz toga je razvidno da bi primijenjene na nazalnu sluznicu gelirale prije uklanjanja
uobicajenim fiziolo§kim mehanizmima. Formulacija 4 je gelirala trenutno pri 34 °C $to je ¢ini

najpovoljnijom za nazalnu primjenu.
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Slika 9. Graf ovisnosti modula pohrane i gubitka o vremenu za in situ gelirajuéu otopinu
kitozana (6,15 mg mL™), B-GP-a (188,46 mg mL™) i donepezila (0,4 mg mL™?) (formulacija
1).

Vremena geliranja ispitivanih in situ geliraju¢ih otopina donepezila u skladu su s literaturnim
podacima o geliranju sli¢nih sustava razvijanih za nazalnu primjenu drugih djelatnih tvari.
Primjerice, ispitivan je nazalni in situ geliraju¢i sustav traneksamiéne kiseline pripremljen
mijesanjem otopine kitozana (110 - 150 kDa, 2 %, m/V) i p-GP-a (0,49 %, m/V) u volumnom
omjeru 4:2,5. Za formulacije koje su sadrzavale 0,1 %, 1% i 2 % (m/V) traneksamicne kiseline,
vrijeme geliranja iznosilo je redom 7,99 + 0,38, 4,96 + 0,44 1 16,90 + 2,23 min (Gholizadeh i
sur., 2019b).

20



Proucavan je i1 termoosjetljivi geliraju¢i sustav za nazalnu primjenu doksepina. Ispitivana
otopina doksepina (2 %, m/V), kitozana (stupanj deacetilacije 98%; 2 %, m/V) i 3-GP-a (10 %,
m/m) gelirala je nakon 7,32 minute (Naik i Nair, 2014).

4.3. Temperatura geliranja

Prosjecna temperatura sluznice nosa iznosi oko 34 °C. Temperatura logaritamski raste
priblizavanjem posteriornom dijelu nosa. Najveci porast temperature udahnutog zraka odvija

se izmedu vestibularnog dijela i nazalne valvule te iznosi oko 4,5 °C (Keck i sur., 2000).

Temperatura geliranja pripravljenih in situ gelirajucih otopina donepezila bila je u rasponu od
33,0 £ 0,6 do 36,5 + 0,1 °C (Tablica 5.; Slika 10.), sto okvirno odgovara uobiCajenom

temperaturnom intervalu sluznice nosa (Gholizadeh i sur., 2019).

Tablica 5. Temperatura geliranja in situ geliraju¢ih otopina donepezila

Formulacija 1 2 3 4
Temperatura 35,1+£0,1 | 35,9+0,1 33,0+£0,6 | 36,5+0,1
geliranja (°C)

Prikazane su srednje vrijednosti + SD (n=2).

e Modul pohrane
Modul gubitka

Modul pohrane i modul gubitka [Pa]

P
Temperatura [°C]

Slika 10. Ovisnost modula pohrane i gubitka o temperaturi za in situ geliraju¢u otopinu kitozana
(9,23 mg mL1), B-GP-a (188,46 mg mL™) i donepezila (0,4 mg mL™) (formulacija 2).
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Temperature geliranja ispitivanih in situ geliraju¢ih otopina donepezila u skladu su s
literaturnim podacima o sliénim sustavima pripravljenim s drugim djelatnim tvarima.
Primjerice, temperatura geliranja otopine ibuprofena (2284,67 + 152 pg mL™), kitozana
(molekulske mase 110 — 150 kDa; 1,23 %, m/V) i B-GP-a (190 mg mL™?) bila je 35,33 +
0,29 °(Gholizadeh i sur., 2019a). U ranije spomenutom istrazivanju koje su proveli Naik i Nair,
otopina doksepina (5 mg mL™1), kitozana (2%, m/V) i -GP-a (10 %, m/m) gelirala je pri 37,4
°C (Naik i Nair, 2014).

4.4. Krivulja teCenja

Odgovarajuca reoloska i mehanic¢ka svojstva in situ gelirajuceg sustava za nazalnu
primjenu od velike su vaznosti. Takvi sustavi bi trebali pokazivati plasti¢na ili pseudoplasti¢na
svojstva s tiksotropijom. Dodatak kitozana formulaciji povecava viskoznost te uzrokuje
pseudoplasticnost sustava. Povecana viskoznost formulacije uzrokuje smanjeno istjecanje i

produljeno zadrzavanje farmaceutskog oblika na nosnoj sluznici (Lee i sur., 2009).

Rotacijskim testom ispitana je ovisnost viskoznosti in situ geliraju¢ih otopina donepezila o
brzini smicanja. Rezultati su prikazani na Slici 11. Iz dobivenih krivulja te¢enja vidljivo je da
viskoznost pada s porastom brzine smicanja, odnosno s porastom smi¢nog naprezanja. Prema
tome slijedi da su pripravljene otopine pseudoplasti¢ne. Pri grani¢nim vrijednostima brzine
smicanja razmataju se lanci polimera te se viskoznost smanjuje (Ramli i sur., 2022). Takvo
ponasanje sustava o¢ekuje se i prilikom primjene smi¢nog naprezanja potrebnog za rasprsenje
in situ gelirajuce otopine, $to olakSava primjenu i pogoduje generiranju kapljica prikladne

veli¢ine za nazalnu primjenu (Perkusi¢ i sur., 2023).
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Slika 11. Ovisnost viskoznosti 0 brzini smicanja za in situ geliraju¢u otopinu kitozana
(9,23 mg mLY), pB-GP-a (188,46 mg mL™) i donepezila (0,4 mg mL™?) (formulacija 2).
Mjerenje je provedeno pri temperaturi od 25 °C. Prikazani trend reprezentativan je za sve Cetiri

ispitivane formulacije.

4.5. Viskoznost u mirovanju

Rezultati odredivanja viskoznosti u mirovanju in situ geliraju¢ih otopina donepezila

dobiveni iz grafa ovisnosti smi¢ne deformacije 0 vremenu (Slika 12.) prikazani su u Tablici 6.
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Slika 12. Ovisnost smi¢ne deformacije o vremenu za in Situ gelirajucu otopinu kitozana
(6,15 mg mL1), B-GP-a (188,46 mg mL™?) i donepezila (0,4 mg mL™) (formulacija 1). Mjerenje
je provedeno pri temperaturi od 25 °C.

Tablica 6. Viskoznost u mirovanju in situ gelirajuéih otopina donepezila

Formulacija | 1 2 3 4
Viskoznost | 22,5+0,1 |111,6+0,4 | 22,3+0,4 113,6+0,8
u mirovanju

(mPas)

Prikazane su srednje vrijednosti + SD (n=2).

Formulacije pripravljene pri koncentraciji kitozana od 6,15 mg mL™? imaju vrijednosti
viskoznosti u mirovanju 22,3 + 0,4 i 22,5 + 0,1 mPa s. Formulacije koje sadrzavaju kitozan u
koncentraciji 9,23 mg mL? imaju veée vrijednosti viskoznosti u mirovanju koje iznose 111,6 +
0,41 113,6 £ 0,8 mPa s. Poznato je da viskoznost vodenih otopina polimera raste s porastom
koncentracije polimera (Cho i sur.,, 2006). S obzirom na pseudoplasti¢cno ponasanje
pripravljenih sustava, moze se ocekivati pad viskoznosti pri rasprSivanju, $to omogucéuje
adekvatnu nazalnu primjenu i koncentriranijih polimernih otopina. Prema literaturnim
podacima, formulacije donepezila pripravljene s niskomolekulskim kitozanom u rasponu
viskoznosti u mirovanju od 35,03 + 0,82 do 232,21 + 2,30 mPa bile su prikladne za primjenu u

obliku spreja (Perkusic i sur., 2023).
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. ZAKLJUCCI

Uspjesno su pripravljene in situ gelirajuée otopine donepezila (0,4 — 0,5 mg mL2, m/V),
s kitozanom (6,15 i 9,23 mg mL?, m/V) i B-GP-om (188,46 mg mL™, m/V) kao
pomo¢nim tvarima.

Pripravljene in situ gelirajuce otopine donepezila imale su pH u rasponu od 7,36 do
7,46, prikladan za nazalnu primjenu.

Vrijeme geliranja pripravljenih in situ geliraju¢ih otopina donepezila ovisilo je o
koncentraciji donepezila i kitozana. Variranjem formulacijskih parametara prepoznate
su in situ gelirajuce otopine donepezila s prikladnim vremenom geliranja u odnosu na
oc¢ekivani mukocilijarni klirens (formulacije s trenutnim geliranjem te geliranjem u
vremenskom intervalu od 4,2 + 0,0 do 4,9 + 0,1 min).

Temperatura geliranja pripravljenih in situ geliraju¢ih otopina donepezila bila je u
rasponu od 33,0 £ 0,6 do 36,5 £ 0,1 °C.

Pripravljene in situ geliraju¢e otopine donepezila su pseudoplasti¢ni sustavi.
Viskoznost u mirovanju pripravljenih in situ geliraju¢ih otopina donepezila bila je u
rasponu od 22,3 + 0,4 do 113,6 + 0,8 mPa s te je rasla s povecanjem koncentracije
kitozana.

Provedena ispitivanja pokazala su potencijal in situ geliraju¢e otopine donepezila,

kitozana i B-GP-a kao prikladne tehnoloske platforme za nazalnu primjenu donepezila.
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA

°C — Celzijev stupanj

A — apsorbancija

APP — amioidni prekursorski protein

APO-g4 — alel €4 za apoliprotein E

¢ - koncentracija

Cexp — €ksperimentalna koncentracija

Cteor — teorijska koncentracija

CYP2D6, CYP3A4, CYP3AS5, CYP2C9 — enzimi citokrom 450
G'— modul pohrane

G" — modul gubitka

NMDA - N-metil-D-aspartat

pH - negativan dekadski logaritam aktiviteta vodikovih iona u otopini
pKa - negativan logaritam konstante disocijacije elektrolita

SD - standardna devijacija

t — vrijeme

T - temperatura

B-GP - dinatrijev beta-glicerofosfat pentahidrat

v — smi¢na deformacija

Y - brzina smicanja

n — viskoznost
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8. SAZETAK/SUMMARY

Uslijed porasta broja oboljelih od Alzheimerove bolesti (AB) te nedostataka oralne
primjene donepezila kao glavnog lijeka u lijeCenju simptoma AB-a, javlja se potreba za
razvojem inovativnih farmaceutskih oblika donepezila za druge putove primjene. Nazalna
primjena lijeka smanjuje rizik od nuspojava te omogucuje zaobilazak krvno-mozdane barijere
i izravnu dostavu lijeka u mozak. In situ gelirajuéi sustavi inovativni su farmaceutski oblici za
nazalnu primjenu lijekova, s potencijalom povecane bioraspolozivosti, smanjene doze i
olaksane primjene u odnosu na oralnu primjenu, koja moze biti otezana u Alzheimerovoj bolesti

zbog problema s gutanjem.

Cilj ovog rada bio je pripraviti i karakterizirati in situ geliraju¢e sustave za nazalnu primjenu
donepezila, temeljene na kitozanu kao geliraju¢em polimeru. U okviru istrazivanja uspjesno su
pripravljene in situ gelirajuée otopine donepezila (0,4 — 0,5 mg mL?, m/V), s kitozanom (6,15
i 9,23 mg mL?, m/V) i B-GP-om (188,46 mg mL™, m/V) kao pomoénim tvarima. Pripravljene
in situ gelirajuce otopine prikladnog su pH za nazalnu primjenu (pH u rasponu od 7,36 do 7,46).
Variranjem formulacijskih parametara postignuto je prikladno vrijeme geliranja u odnosu na
oc¢ekivani mukocilijarni klirens (formulacije s trenutnim geliranjem te geliranjem u
vremenskom intervalu od 4,2 + 0,0 do 4,9 + 0,1 min). Temperatura geliranja in situ gelirajucih
otopina donepezila bila je u rasponu od 33,0 = 0,6 do 36,5 + 0,1 °C. Pripravljene otopine bile
su pseudoplasti¢nog karaktera. Viskoznost u mirovanju otopina bila je u rasponu od 22,3 + 0,4
do 113,6 + 0,8 mPa s te je rasla s povecanjem koncentracije kitozana. Provedena ispitivanja
pokazala su potencijal in situ gelirajuce otopine donepezila, kitozana i B-GP-a kao prikladne

tehnoloske platforme za nazalnu primjenu donepezila.
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Due to the increasing incidence of Alzheimer's disease (AD) and the lack of oral
administration of donepezil as first-line treatment of AD symptoms, there is a need to develop
innovative donepezil pharmaceutical forms for other routes of administration. Nasal drug
delivery decreases a side effect risk, enables a bypass of the blood-brain barrier and a direct
transport of the drug to the brain. In situ gelling systems are innovative pharmaceutical forms
for nasal drug delivery with the potential to enhance bioavailability, decrease the dose, and
simplify administration compared to oral delivery, which can be difficult for Alzheimer's

disease patients due to swallowing problems.

The aim of this study was to prepare and characterize in situ gelling systems for nasal
administration of donepezil, based on chitosan as a gelling polymer. Within this study, in situ
gelling donepezil solutions (0.4 — 0.5 mg mL™, w/v) were successfully prepared with chitosan
(6.15—9.23 mg mL, w/v) and B-GP (188.46 mg mL*, w/v) used as excipients. Prepared in situ
gelling solutions were characterised by adequate pH value for nasal administration (pH interval
7.36 — 7.46). Appropriate gelation time considering mucocilliary clearance was obtained by
varying formulation parameters (formulations with instant gelation and gelation within the
interval of 4.2 +£0.0 to 4.9 = 0.1 min). Gelation temperature of in situ gelling donepezil solutions
was in the range of 33.0 + 0.6 to 36.5 + 0.1 °C. Prepared solutions showed pseudoplastic
behavior. The zero-shear viscosity of solutions was in the range of 22.3 + 0.4 to 113.6 + 0.8
mPa s, and it increased with the increase in chitosan concentration. This study has shown the
potential of in situ gelling solution of donepezil, chitosan, and B-GP as an appropriate
technological platform for nasal delivery of donepezil.
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nazalnu primjenu (pH u rasponu od 7,36 do 7,46). Variranjem formulacijskih parametara postignuto je
prikladno vrijeme geliranja u odnosu na ocekivani mukocilijarni klirens (formulacije s trenutnim geliranjem
te geliranjem u vremenskom intervalu od 4,2 + 0,0 do 4,9 + 0,1 min). Temperatura geliranja in situ geliraju¢ih
otopina donepezila bila je u rasponu od 33,0 £ 0,6 do 36,5 £ 0,1 °C. Pripravljene otopine bile su
pseudoplasti¢nog karaktera. Viskoznost u mirovanju otopina bila je u rasponu od 22,3 + 0,4 do 113,6 £ 0,8
mPa s te je rasla s poveé¢anjem koncentracije kitozana. Provedena ispitivanja pokazala su potencijal in situ
gelirajuce otopine donepezila, kitozana i f-GP-a kao prikladne tehnoloske platforme za nazalnu primjenu
donepezila.
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PREPARATION AND CHARACTERISATION OF IN SITU GELLING DONEPEZIL
SOLUTIONS FOR NASAL ADMINISTRATION

Sara Zupanéié
SUMMARY

Due to the increasing incidence of Alzheimer's disease (AD) and the lack of oral administration of

donepezil as first-line treatment of AD symptoms, there is a need to develop innovative donepezil
pharmaceutical forms for other routes of administration. Nasal drug delivery decreases a side effect risk,
enables a bypass of the blood-brain barrier and a direct transport of the drug to the brain. In situ gelling
systems are innovative pharmaceutical forms for nasal drug delivery with the potential to enhance
bioavailability, decrease the dose, and simplify administration compared to oral delivery, which can be
difficult for Alzheimer's disease patients due to swallowing problems.
The aim of this study was to prepare and characterize in situ gelling systems for nasal administration of
donepezil, based on chitosan as a gelling polymer. Within this study, in situ gelling donepezil solutions (0.4
— 0.5 mg mL*, w/v) were successfully prepared with chitosan (6.15 — 9.23 mg mL™*, w/v) and B-GP (188.46
mg mL?, w/v) used as excipients. Prepared in situ gelling solutions were characterised by adequate pH value
for nasal administration (pH interval 7.36 — 7.46). Appropriate gelation time considering mucocilliary
clearance was obtained by varying formulation parameters (formulations with instant gelation and gelation
within the interval of 4.2 + 0.0 to 4.9 + 0.1 min). Gelation temperature of in situ gelling donepezil solutions
was in the range of 33.0 £ 0.6 to 36.5 + 0.1 °C. Prepared solutions showed pseudoplastic behavior. The zero-
shear viscosity of solutions was in the range of 22.3 = 0.4 to 113.6 = 0.8 mPa s, and it increased with the
increase in chitosan concentration. This study has shown the potential of in situ gelling solution of donepezil,
chitosan, and B-GP as an appropriate technological platform for nasal delivery of donepezil.
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