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7. Sazetak



1.UVvOD

1.1. Liposomi

Liposomi (Slika 1) su mikroskopske i submikroskopske vezikule, veli¢ine od 10-ak nm sve do
20-ak um. Gradeni su od jednog, ili vise fosfolipidnih dvoslojeva koji okruzuju unutarnji
vodeni odjeljak (odjeljke). Nastaju kao posljedica hidratacije fosfolipida koji spontano
stvaraju fosfolipidne sfere koje okruzuju vodeni medij. Velika razlika u slobodnoj energiji
izmedu vodenog i hidrofobnog okruzenja dovodi do formiranja dvosloja kako bi se postigla
najniza slobodna energija (Kulkarni i sur., 1995).

Fosfolipidi su amfipatske molekule te imaju hidrofilnu ,,glavu“ i hidrofobne ,repove®.
Hidrofobni ,,repovi se u vodenom okruzenju orijentiraju jedan prema drugome, dok se
hidrofilne ,,glave” okrecu prema unutarnjoj i vanjskoj vodenoj fazi, formirajuci tako
fosfolipidni dvosloj. Po kemijskom sastavu fosfolipidi su diesteri fosfatne kiseline koji su s
jedne strane esterficirani etanolaminom, glicerolom, inozitolom, kolinom, ili serinom, a s
druge su esterficirani derivatom sfingozina, ili glicerola (Vani¢, 2012a).

Ovisno o broju fosfolipidnih dvoslojeva koji se formiraju i promjeru vezikula, liposomi se
bazi¢no dijele na male unilamelarne (SUV, jedan dvosloj, veli¢ine 10-100 nm), velike
unilamelarne (LUV, jedan dvosloj, veli¢ine 100-1000 nm), multilamelarne (MLV, vise
dvoslojeva, veli¢ine 100 nm-20 pm) i multivezikularne vezikule (MVYV, veli¢ine 1-50 um)
(Kulkarni i sur., 1995).

Za pripravu liposoma najéesce se koristi lecitin koji je smjesa fosfolipida (s najveé¢im udjelom
fosfatidilkolina), a dobiva se ekstrakcijom i proci§¢avanjem iz jaja i soje. Lanci masnih
kiselina fosfolipida lecitina razlicite su duljine 1 stupnja zasicenosti, ali su sintetski fosfolipidi
znatno kvalitetniji zbog tocno definiranog sastava (Vani¢, 2012a).

Zbog amfipatskih svojstava, liposomi mogu biti nosaci lijekova s razli¢itim koeficijentima
razdjeljenja (lipofilnosti). Hidrofilni lijekovi uklapaju se u vodeni odjeljak, hidrofobni u
fosfolipidni dvosloj, a amfipatski se smjestaju izmedu te dvije regije (Slika 1). Svojstva
liposoma ovise 0 (fosfo)lipidnom sastavu, veliCini Cestica, lamelarnosti (morfologija),
membranskoj rigidnosti/elasti¢nosti i povrSinskom naboju (Vanié i sur., 2015).

Sli¢nost liposoma s bioloskim membrana i neimunogenost ¢ini ih fizioloski prihvatljivim
nanocesticama. Varijacijom povrsine liposoma i njihovog sastava omogucava se produljeno
i/ili kontrolirano oslobadanje lijeka na ciljanom mjestu djelovanja zbog utjecaja na

farmakokinetiku i bioraspolozivost uklopljene djelatne tvari (Giacometti i sur., 2017).



Uklapanjem u liposome moze se poboljsati stabilnost nestabilnih djelatnih tvari (lijekova) i/ili
smanjiti njihovi nezeljeni u¢inci. Naime, uklopljena tvar zasti¢ena je od kemijske inaktivacije,
enzimske razgradnje i imunoloske neutralizacije. Na taj nacin liposomi sprjeavaju
metabolizam lijeka prije no $to on stigne na svoj cilj, a istodobno je zdravo tkivo zasti¢eno od
izravne izlozenosti lijeka tijekom cirkulacije liposoma kroz krv (Azanza i sur., 2015).
Negativne strane uklju¢uju mogucnost gubitka pocetno uklopljenog sadrzaja lijeka iz
liposoma tijekom skladiStenja, sporo oslobadanje te slabu apsorpciju zbog koje lijek moze
poceti djelovati s odgodom. Problem predstavljaju i1 varijacije u proizvedenim serijama te
potesko¢e u proizvodnji velikih koli¢ina liposomskih formulacija (eng. large scale
manufacturing) (Kulkarni i sur., 1995).

Zanimljivo je spomenuti da enzimi uklopljeni u liposome pokazuju pojacanu aktivnost i
stabilnost in vivo, ali i in vitro $to je vazno kod npr. proizvodnje prehrambenih namirnica.
Liposomi se najviSe primjenjuju intravenski jer tijekom oralne primjene moze do¢i do
razgradnje nosaca $to rezultira slabijom bioraspolozivoséu lijeka. Istrazuju se U genskoj
terapiji kao sustavi za dostavu oligonukleotida, DNA i siRNA. Primjerice, liposomi s
uklopljenom siRNA istrazivali su se za utiSavanje PCSK9, gena zbog kojeg dolazi do
smanjenja LDL-a u cirkulaciji (Panahi i sur., 2017).

Posljednjih nekoliko desetljeca uvelike se istrazuje moguénost primjene fosfolipidnih
vezikula u dermalnoj i transdermalnoj terapiji. Zbog svog specifi¢nog sastava i Svojstava,
liposomi olaksavaju transport uklopljene tvari u/kroz kozu te su se ispitivali i za transkutanu

imunizaciju (Vani¢, 2012b).

Liposom

Fosfolipid

Dvosloj

. Hidrofobni lijek () Hidrofilni lijek

Slika 1. Struktura liposoma (Sandeep i sur., 2013)



1.1.1. Konvencionalni liposomi

Konvencionalni liposomi mogu biti gradeni od neutralnih, ili kombinacije neutralnih i
negativno nabijenih fosfolipida prirodnog ili sintetskog podrijetla, a mogu sadrzavati i
kolesterol. U literaturi se oznacavaju i kao prva generacija liposoma. Primjenu liposoma na
kozu prvi su predlozili Mezei i Gulasekharam (1980), a pokazalo se da liposomske
formulacije pojacavaju efikasnost lijeCenja ¢ak i kod koncentracija aktivnih supstancija nizih
od onih u klasi¢énim formulacijama (farmaceutskim oblicima). Primjenom liposomskih
pripravaka smanjena je i iritacija koze (npr. dermalna primjena retinoida) (Schafer-Korting i
sur., 1994), a pokazalo se da konvencionalni liposomi pojac¢avaju dermalnu dopremu vitamina
D3 i ditranola u terapiji psorijaze (Korbel i sur., 2001).

Istrazivanja su pokazala da konvencionalni liposomi slabo penetriraju kroz roznati sloj te su
prikladni za dostavu lijeka u povrsinske slojeve koze i1 usporavanje penetracije dobro

permeabilnih lijekova kroz kozu (npr. kortikosteroidi) (Vani¢ i sur., 2015).

1.1.2. Deformabilni (elasti¢ni) liposomi

Deformabilni liposomi u dvosloju osim fosfolipida sadrze i jednolancane surfaktante poput
kolata, deoksikolata, Tween-a 80, ili Span-a 80 koji destabiliziraju lipidne dvoslojeve ¢ineci
ih elasticnim (Tsai i sur., 2015). Ultradeformabilnost i elasticnost dvoslojeva omogucava
deformabilnim liposomima prolaz kroz mikrolamelarne prostore izmedu keratinocita koji
obi¢no ¢ine samo desetinu promjera cijele vezikule. Naime, primjenom na kozu U
neokluzivnim uvjetima, dolazi do isparavanja vode iz liposomske disperzije zbog cega
elasti¢ni liposomi dehidriraju, a buduéi da su hidrofilni bivaju privuceni podru¢jima bogatim
vodom (dublji slojevi epidermisa i dermis). Takav transepidermalni osmotski gradijent
omogucava liposomima da penetriraju kroz intercelularne prostore roznatog sloja i prenose
uklopljeni sadrzaj u nize slojeve epidermisa (Nava i sur., 2011). Pretpostavlja se da bi se
elasti¢ni liposomi zbog svoje elasti¢nosti i bolje penetracije antigena u kozu te moguénosti
kontroliranog oslobadanja antigena u buduénosti mogli istrazivati u svrhu stvaranja terapijski
ucinkovitih transdermalnih vakcina (Tyagi i sur., 2016).

Elasti¢ni liposomi pokazali su se ucinkovitima u terapiji reumatskih bolesti zbog bolje
transdermalne dostave uklopljene djelatne tvari u odnosu na konvencionalne ljekovite oblike
poput gelova i masti (Singh i sur., 2016).

U znanstvenoj zajednici se poprili¢no raspravlja 0 mehanizmima dostave uklopljene djelatne

tvari u kozu deformabilnim liposomima; penetriraju li deformabilni liposomi zaista inaktni



kroz stratum corneum ili djeluju kao pojacivaéi penetracije uklopljene djelatne tvari u kozu?
Taj drugi mehanizam (pospjeSivanje penetracije) ukljucuje interakciju fosfolipida i
surfaktanata iz dvosloja liposoma s intercelularnim lipidima roznatog sloja ¢ime se olakSava
prolaz oslobodene djelatne tvari iz liposoma u/kroz kozu (Vanic i sur., 2015).

Uklapanje hidrofilnih lijekova u deformabilne liposome moZe dodatno smanjiti njihov prolaz
kroz kozu zbog dodatnog lipidnog sloja pa je za takve djelatne tvari vazniji mehanizam
pospjeSivanja penetracije u kozu interakcijom fosfolipida i surfaktanta iz liposoma s
intercelularnim lipidima koze. Lipofilnim lijekovima odgovara unos mehanizmom prolaska
intaktnih vezikula, buduc¢i da im zbog topljivosti u lipidima liposomska ovojnica ne smeta pri
oslobadanju (Banovié i sur., 2011).

Osim za primjenu na kozu, deformabilni liposomi su istrazivani i za primjenu na sluznice

nosa, oka, bronha, rodnice i dr. (Vanié¢ i Skalko-Basnet, 2014).

1.1.3. Propilenglikol liposomi
Propilenglikol liposomi su nacinjeni od fosfolipida, vode i propilenglikola. Pokazali su veliku
efikasnost uklapanja djelatnih tvari ogranicene topljivosti u vodi i relativno vecu stabilnost od
drugih tipova liposoma. Pokazano je da prisustvo propilenglikola u formulaciji liposoma
doprinosi poboljsanom prolazu uklopljene djelatne tvari kroz mukozne membrane. Wei-Ze i
suradnici su istrazili moguénost vaginalne primjene fibrauretina u Stakora. Koristenjem
propilenglikol liposoma s uklopljenim fibrauretinom povecéana je permeacija djelatne tvari
kroz vaginalnu sluznicu in vivo, poboljsan je lokalni uc¢inak, a nuspojave su smanjene (Wei-
Ze i sur., 2016). Propilenglikol liposomi su se pokazali efikasnim nanosustavom za dermalnu
primjenu kurkumina. U usporedbi s etosomima i konvencionalnim liposomima, propilenglikol

liposomi su imali najveci i najduzi antiinflamatorni u¢inak (Kianvash i sur., 2017).

1.1.4. Kationski liposomi
Kationski liposomi, kako im samo ime govori, u strukturi sadrze pozitivno nabijene lipide.
Prema nekim istrazivanjima kationski liposomi su ucinkovitiji u dostavi uklopljenog sadrzaja
u kozu od neutralnih i anionskih liposoma jer stupaju u interakciju s negativno nabijenom
povrsinom stanica (Jain i sur., 2016) te ispustaju svoj sadrzaj direktno u citosol, ¢ime je
efikasnost transfekcije kationskih liposoma vec¢a u odnosu na anionske liposome (Tomori i

sur., 2018). S druge pak strane, Gillet i suradnici su pokazali da negativno nabijeni liposomi



poboljsavaju permeaciju lijeka (betametazon) kroz epidermis u usporedbi s neutralnim i
pozitivno nabijenim liposomima (Gillet i sur., 2011).

Kako je interes znanstvene zajednice za kationske liposome sve veéi, provode se i istrazivanja
vezana za njihovu citotoksi¢nost. Naime, zbog pozitivnog povrsinskog naboja i male veli¢ine
Cestica (liposoma), moze do¢i do njihovog nakupljanja u organima. Pokazano je da negativno
nabijeni proteini plazme poput glikozaminoglikana, apolipoproteina i glikoproteina mogu
stvoriti micelarne agregate s kationskim liposomima i tako uzrokovati citotoksi¢nost (Li i sur.,

2018).

1.2. Elasti¢nost liposomskih dvoslojeva

Elasticnost  (fleksibilnost,  deformabilnost)  fosfolipidnih  dvoslojeva  omogucava
deformabilnim liposomima da intaktni prolaze kroz slojeve roznatog sloja i bolje prenose
uklopljeni sadrzaj u nize slojeve epidermisa i dermis. Stoga je ispitivanje membranske
elasticnosti od velikog znacaja u fizikalnoj karakterizaciji liposoma namijenjenih primjeni na
kozu, ali i na sluznice.

Ispitivanje membranske elasti¢nosti provodi se kontinuiranom ekstruzijom liposoma
odgovarajuc¢e veli¢ine kroz polikarbonatne membrane pri konstantnom tlaku tijekom
odredenog vremenskog perioda. Parametri koji su pritom uzimaju u obzir su: masa
ekstrudiranih liposoma (J), veli¢ina pora membrane kroz koju se liposomska disperzija
protiskuje (rp), te veli¢ina liposoma nakon provedenog ispitivanja (rv). Stupanj membranske

elasti¢nosti (E) racuna se prema ovom izrazu (Palac 1 sur., 2014):

E=J- (rv/rp)2

Pregledom literature utvrdene su varijabilnosti u samom eksperimentalnom dizajnu

provodenja ispitivanja elasti¢nosti (Tablica 1).



Tablica 1. Uvjeti provodenja ispitivanja membranske elasti¢nosti liposoma

Promjer pora

i izeeeine ({f|ziel Djelatna tvar t Tlak membrane Literatura
sastav) (min)
(nm)
Elasti¢ni liposomi propranolol ) Mishra i sur.,
(SPC, kolesterol, Span) | hidroklorid > 2.5 bar 50-200 2007
Transferosomi (SPC, . .
Tween 80, Span 80) sildenafil 15 | 1.2 MPa 100 Ahmed, 2014
Fleksosomi (Lipoid sertakonazol Mandlik i sur.,
S75, natrij deoksikolat) nitrat > 2.5 bar 100 2017
Ultradeformabilni
(SPC, k_oles’_[erol, imperatorin 5 0.2 MPa 50 Linisur., 2018
stearilamin,
dicetilfosfat, Tween 20)
Transferosomi (EPC, Gonzalez-
kolesterol, natrij timolol 10 600 psi 800 Rodriguez i sur.,
deoksikolat, Tween 20) 2016

EPC, fosfatidilkolin iz zumanjaka jaja; SPC, sojin fosfatidilkolin; t, vrijeme.

1.3. Koza

Koza je najveéi organ Govjeka s prosjeénom masom od 4 Kg i povrsinom od 2 m? (odrasla

0soba). Ima vaznu ulogu u ljudskom tijelu: ¢ini zaStitnu barijeru prema okoli$u, sprjeava

gubitak vode te ulazak infektivnih mikroorganizama i §tetnih kemikalija (Weller i sur., 2015).

Koza §titi organizam od infekcija proizvode¢i antimikrobne peptide, ali i neuropeptide,

hormone i citokine koji osim $to djeluju lokalno, ¢ine to i sistemski (Hamblin i sur., 2016). U

kozi se odvija proizvodnja melanina i vitamina D te sudjeluje u regulaciji tjelesne temperature
(Soutor i Hordinsky, 2013).

Histoloski, koza se sastoji od tri sloja — vanjskog sloja epidermisa ¢vrsto povezanog s

vezivnim tkivom dermisa koji mu €ini potporu. Ispod dermisa nalazi se rahlo vezivno tkivo —

subcutis ili hipodermis (Weller i sur., 2015).




Vlas

Znojna pora

Epidermis Kapilare
Papilarni misi¢
Zlijezda lojnica
Kanal znojne zijezd
- Papila vlasi
Dermls Zlijezda znojnica
Venule
Arteriole
Hypodermis

Slika 2. Struktura koze (Kummer, 2016)

1.3.1. Epidermis

Epidermis (Slika 2) ¢ini vanjski sloj koze, a njegova debljina varira od 0,5 mm (o¢ni kapak)
pa sve do 1,5 mm (tabani i dlanovi) (Hamblin i sur., 2016). Epidermis je slojeviti skvamozni
epitel koji je vezan za dermis na podru¢ju bazalne membrane gdje se silazne projekcije
(epidermalni grebeni) spajaju s uzlaznim projekcijama dermisa (dermalne papile). Epidermis
ne sadrzi krvne zile i zivce (Weller i sur., 2015). Sastoji se uglavhom od Keratinocita i
melanocita, ali postoje i druge vrste stanica poput Langerhansovih i Merkelovih stanica.
Epidermis je tkivo koje se neprestano obnavlja sa stanicama koje neprestano podilaze
terminalnoj diferencijaciji i umiru, a cijeli proces regeneracije traje oko dva mjeseca (Hamblin
i sur., 2016). Iako se mrtve povrSinske stanice neprestano ljuste, debljina koze ostaje
konstantna zbog dijeljenja stanica u bazalnom sloju (Weller i sur., 2015).

Epidermis je organiziran u Cetiri sloja od kojih je najdonji, bazalni, naslonjen na bazalnu
membranu, a djelomicno je stvoren od stanica koje brzo proliferiraju. Sljedeci sloj je stratum
spinosum, sloj u koji neke od prethodno spomenutih stanica prelaze kako bi se diferencirale,
dok neke podlijezu apoptozi koja je intrinzi€no programirana, ili je posljedica disbalansa
signalnih molekula. Stratum granulosum je sljede¢i vanjski sloj, a ujedno i zadnji koji sadrzi
zive stanice. Na kraju diferencijacije dolazi do prelaska keratinocita u mrtve korneocite (bez
jezgre) koje ¢ine povrsinski sloj koze. Taj roznati sloj koze (stratum corneum) ujedno ima

glavnu barijernu funkciju (Hamblin i sur., 2016).



1.3.2. Dermis

Dermis (Slika 2) je visoko prokrvljeni sloj koze koji sadrzi kolagen i elasti¢na vlakna i limfne
zile 1 pruza dobru mehanicku potporu. Sadrzi brojne stanice medu kojima su fibroblasti koji
su odgovorni za sintezu i obnovu ekstracelularnog matriksa i makrofage koji doprinose
uklanjanju dijelova tkiva oSte¢enih raznim udarcima te eliminaciji Stetnog materijala. Mjesto
je gdje se nalaze Zlijezde lojnice i folikuli vlasi (Baroni i sur., 2012).

Dermis se sastoji od dva sloja; povrsinskog tankog, papilarnog i debljeg retikularnog sloja.
Papilarni dermis se nalazi ispod dermoepidermalne spojnice i u njemu se nalaze rahlo
rasporedena vlakna kolagena. Retikularni dermis ¢ine deblji sveZznjevi kolagena koji se

pruzaju paralelno prema povrsini koze (Hamblin i sur., 2016).

1.3.3. Hipodermis
Unutarnji sloj koze, hipodermis (Slika 2), spremiste je supkutanog masnog tkiva koje je
aktivno u energetskom metabolizmu i pohrani. Sluzi za zastitu od mehanickih udaraca te
izolira tijelo od vanjske hladnoce i topline (Baroni i sur., 2012). Hipodermis se primarno
sastoji od adipocita organiziranih u lobule. Zivci, limfne Zile i krv nalaze se u septi, fibroznom
vezivnom tkivu. U supkutanom tkivu odvija se pretvorba androstendiona u estron
djelovanjem aromataze, zbog Cega ga se smatra endokrinim organom. Adipociti proizvode

hormon leptin koji regulira tjelesnu tezinu (Hamblin i sur., 2016).

1.4. Liposomi kao terapijski sustavi za topikalnu primjenu

Topikalna primjena lijeka podrazumijeva primjenu lijeka direktno na zeljeno mjesto
djelovanja, u ovom slucaju na povrsinu koze. U¢inkovitom topikalnom primjenom osigurava
se visa koncentracija lijeka na mjestu djelovanja, a smanjuje sistemska apsorpcija i nezeljene
nuspojave (Jain i sur., 2016).

Uklapanjem slabo topljivog i slabo bioraspolozivog resveratrola (namijenjenog topikalnoj
primjeni) u liposome poboljsana je njegova topljivost i pojacana su antioksidativna i
antiinflamatorna svojstva resveratrola. Pokazano je da bi kitozanom oblozeni liposomi S
resveratrolom zbog dobrih mukoadhezivnih svojstava bili prikladni za vaginalnu primjenu
(Joraholmen i sur., 2015). Kao nosaci djelatnih tvari liposomi su ispitivani i za primjenu
fotosenzibilizatora u fotodinamickoj terapiji. Uklapanjem u liposome poboljsana je topljivost

fotosenzibilizatora te olak$ana njegova penetracija u kozu (Dragicevic-Curic i Fahr, 2012).



Liposomska formulacija azitromicina za topikalnu primjenu istrazivana je u svrhu lije¢enja
kozne liSmanijaze s ciljem da bi lijek uklopljen u liposome mogao bolje prodrijeti do dermisa
I djelovati protiv parazita u dermalnim makrofagima. Terapija se pokazala uspjeSnom
pogotovo u papularnim lezijama te se preporucilo daljnje istrazivanje ovakvog tipa
formulacije (Rajabi i sur., 2016).

Izosorbidmononitrat uklopljen u liposome istrazivan je topikalno u svrhu djelovanja na
Staphylococcus aures biofilm. Pokazalo se da izosorbidmononitrat ima jaki ucinak protiv
biofilma S. aureusa, a najbolji je ucinak postignut ve¢im udjelom lipida u unilamelarnim i

multilamelarnim anionskim liposomima (Jardeleza i sur., 2014).

1.5.  Azitromicin

Azitromicin (9-deoksi-9a-aza-9a-metil-9a-homoeritromicin A) (Slika 3) je makrolid druge
generacije 1 antibakterijski lijek Sirokog spektra. Mehanizam djelovanja je inhibicija sinteze
bakterijskih proteina vezanjem na 50S veliku ribosomsku podjedinicu i interferencija s njenim
stvaranjem te rastom polipeptidnog lanca. lako ima jednaki mehanizam djelovanja kao i ostali
makrolidi, znacajno se vise akumulira u fagocitima od ostalih makrolida i postize visoke
koncentracije na mjestu infekcije (Parnham i sur., 2014).

Bazi¢nost azitromicina razlog je boljem ucinku protiv Gram-negativnih bakterija jer bolje
penetrira kroz vanjsku membranu i ulazi u bakterije (Dinos i sur., 2011). Istrazivanja su
pokazala da azitromicin inhibira bakterijski oblik medustani¢ne komunikacije, takozvani
quorum sensing (Tateda i sur., 2011) te smanjuje stvaranje mukusa i biofilma (Hoffmann i
sur., 2007). Indiciran je u lijeCenju respiratornih, koznih, urogenitalnih 1 drugih bakterijskih
infekcija i pokazuje imunomodulatorni u¢inak u kroni¢nim upalnim poremecajima.

Njegova povezanost s kardiovaskularnim dogadajima puno je istraZivana, no pokazalo se da
je rizik za kardiovaskularne nuspojave kod zdravih pojedinaca relativno mali, ali je povecan
kod skupina koje su rizi¢ne (pacijenti s produljenim QT intervalom) pa ga se tada i u slu¢aju
politerapije treba uzimati s oprezom (Parnham i sur., 2014).

Prakticki je netopljiv u vodi, dobro topljiv u bezvodnom etanolu i metilenkloridu (Ph. Eur.
8.0, 2014).

Na trziStu u Republici Hrvatskoj jedini dostupan oblik za lokalnu primjenu su kapi za oci
(Azyter® 15mg/g, Laboratoires Thea, Clermont-Ferrand, Francuska; Laboratoire Unither,

Coutances Cedex, Francuska). Ostali dostupni pripravci su prasci za oralnu suspenziju,



filmom oblozene tablete, tvrde kapsule, prasak za koncentrat za otopinu za infuziju i tablete

za oralnu suspenziju (http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/).
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Slika 3. Struktura azitromicina (Rivulgo i sur., 2013)

1.6. Diltiazemklorid

Diltiazemklorid je blokator kalcijevih kanala koji se koristi u lijeCenju angine pectoris i
hipertenzije (Desai i Rohera, 2014). Blokatori kalcijevih kanala propisuju se i za lijeCenje
aritmije, a mehanizam djelovanja im je blokada kalcijevih kanala tipa L u sr¢anom i
vaskularnom misi¢nom tkivu pa djeluju negativno inotropno, dromotropno, kronotropno i
smanjuju zilni tonus. Diltiazem (Slika 4) spada u skupinu benzotiazepina (Mann, 2014).
Diltiazem se topikalno koristi za lijecenje analne fisure, ulkusa lociranog u mukozi nizeg
dijela analnog kanala. NajéeS¢e se koristi 2%-tna mast koja se nanosi dva puta dnevno na
oboljelo podruc¢je kroz razdoblje od 6 do 8 tjedana. Pokazalo se da je topikalna terapija
ucinkovitija 1 podnoSljivija od oralne terapije. Nuspojave ukljucuju glavobolju i svrbez u
podru¢ju anusa (Higuero, 2015).

Na trzistu u Republici Hrvatskoj nisu dostupni pripravci za lokalnu primjenu. Dostupni oblici
su tablete od 60 mg i 90 mg (Aldizem®, Alkaloid - int d.o.0., Ljubljana, Slovenija)
(http://lwww.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/).
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Slika 4. Struktura diltiazema (Shah i sur., 2012)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Fizikalno-kemijska svojstva liposoma (promjer, indeks polidisperznosti, povrSinski naboj,
elasti¢nost/rigidnost membrane) znacajno doprinose profilu oslobadanja uklopljenog lijeka,
stabilnosti liposoma tijekom uskladistenja i u bioloskom okruzenju, penetraciji kroz
epidermalne/mukozne barijere te interakcijama sa stanicama i mikroorganizmima. Stoga je
fizikalno-kemijska karakterizacija neophodna u razvoju svake liposomske formulacije lijeka
jer posredno odreduje i terapijsku uc¢inkovitost nove formulacije.

Ispitivanje  membranske elasti¢nosti od posebnog je interesa u razvoju liposomskih
formulacija namijenjenih primjeni na kozu i sluznice.

Cilj ovog rada bio je provesti fizikalnu karakterizaciju liposomskih formulacija s uklopljenim
lipofilnim ili hidrofilnim lijekom (azitromicin ili diltiazemklorid) razli¢itog (fosfo)lipidnog
sastava. Poseban naglasak stavljen je na ispitivanje membranske elasti¢nosti budu¢i da su
formulacije namijenjene primjeni na kozu i sluznicu. Zeljelo se utvrditi kako fosfolipidni
sastav liposoma, prisustvo surfaktanta ili suotapala u liposomima utjece na fizikalna svojstva

liposoma: veli¢inu, naboj na povrsini te elasti¢nost/rigidnost njihovih dvoslojeva.
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3.

MATERIJALI | METODE

3.1 Materijali

Kemikalije i pribor:

Fosfatidilkolin (Lipoid S75) (Lipoid GmbH, Njemacka)

Phospholipon H (Lipoid GmbH, Njemacka)

Natrijev deoksikolat (Sigma-Aldrich, Njemacka)

Dimetildioktadecilamonijev bromid (DODAB) (Lipoid GmbH, Njemacka)
Dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC) (Lipoid GmbH, Njemacka)

Azitromicin (u obliku dihidrata) (PLIVA d.o.0., Hrvatska)

Propilenglikol (Alkaloid, Makedonija)

Diltiazemklorid (Fagron, Barsbiittel, Belgija)

96 vol% etanol (Kemika, Hrvatska)

Fosfatni pufer pH 7.5

Fosfatni pufer pH 6.8

Ultrazvuéna kupelj (Branson 1210, Emerson, Sjedinjene Americke Drzave)

Rucni mini-ekstruder (LipsoFast Basic®, Avestin Inc., Kanada)

Polikarbonatne membrane veli¢ine pora 400 i 100 nm (Liposofast, Avestin, Canada)
Filteri veli¢ine pora 0.45 um (Minisart, Sartorius Stedim Biotech GmbH, Njemacka)
Zetasizer 3000HS (Malvern Instruments, Malvern, Velika Britanija)

Vakuumski rotacijski upariva¢ (Buchi Rotavapor R-200, Biichi Labortechnik AG,

Svicarska)

Fosfatni pufer pH 7,5 (0,01 M) pripremljen je otapanjem 1,3609 g KH2POs u

demineraliziranoj vodi do 1000 ml. Za podeSavanje pH vrijednosti koriSten je 10 M KOH.

Fosfatni pufer pH 6,8 pripremljen je otapanjem 1g KH2PO4 (Kemika, Zagreb, Hrvatska), 2,0

g KoHPOg4 i 8,5 g NaCl u demineraliziranoj vodi do 1000 ml. Izmjereni pH iznosio je 6,8 te

nije bilo potrebno podesavanje pH vrijednosti.
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3.2. Metode

3.2.1. Priprava liposoma

3.2.1.1. Priprava liposoma s azitromicinom

Liposomi s azitromicinom pripremljeni su metodom hidratacije suhog fosfolipidnog sloja
(film metoda) (Vani¢, 2012b).

Za pripravu konvencionalnih, deformabilnih, propilenglikol i kationskih liposoma s
azitromicinom odvagane su odgovarajuce koli¢ine (fosfo)lipida, surfaktanta i azitromicina
(Tablica 2) u ¢asici od 25 ml. Krutine su otopljene u 2 ml apsolutnog etanola (96 vol%) uz
soniciranje na ultrazvu¢noj kupelji te potom, kvantitativno, uz ispiranje s (2 ml etanola)
prenesene u tikvicu okruglog dna (100 ml). Etanol je uparen na vakuumskom rotacijskom
uparivacu pri 40 °C (za konvencionalne, deformabilne i propilenglikolske liposome), odnosno
60 °C (za kationske liposome) do stvaranja tankog filma lipida na stijenki tikvice. Tanki
lipidni sloj je zatim hidratiziran s 5 ml fosfatnog pufera pH 7,5 (konvencionalni, deformabilni
I kationski liposomi), odnosno 5 ml 30%-tnog propilenglikola u fosfathom puferu pH 7,5
(propilenglikol liposomi), protresivanjem tikvice na sobnoj temperaturi. Za pripravu
kationskih liposoma, koristeno je 5 ml pufera, pH 7,5 prethodno zagrijanog na 60 °C.

Postupak hidratacije proveden je na protresivanjem filma na 60 °C.

Tablica 2. Sastav liposoma s azitromicinom

SPC SDCh | DODAB DPPC Azitromicin
Liposomi
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
Deformabilni 85 15 - - 15

Propilenglikol 85 - - - 15

KationskKi - - 27 73 15

DODAB, dimetildioctadecilamonij bromid; DPPC, dipalmitoilfosfatidilkolin;
SDCh, natrijev deoksikolat; SPC, sojin fosfatidilkolin (Lipoid S75).
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3.2.1.2. Priprava propilenglikol liposoma s diltiazemkloridom

Propilenglikol liposomi s diltiazemkloridom pripremljeni su metodom razrjedenja poliola
(Pavelic¢ 1 sur., 2001). Fosfatidilkolin (125 mg) je otopljen u 0,5 g propilenglikola mijesanjem
na magnetskoj mjesalici uz blago zagrijavanje (50 °C). Zatim je dodano 2,5 ml prethodno
pripremljene otopine diltiazemklorida (0,5g/5ml, odmjerna tikvica) uz intenzivno mijeSanje
(600 okretaja/min). Nastala homogena viskozna disperzija je potom razrjedivana polaganim
dodavanjem fosfatnog pufera (pH 6,8) uz neprekidno mijeSanje na magnetskoj mijeSalici
tijekom 30-ak minuta, a zatim ostavljena jo§ 3 sata na sobnoj temperaturu da se u potpunosti

hidratizira. Ukupan volumen liposomske disperzije iznosio je 5 ml (prilagodeno prema Pepic,
2017).

3.2.1.3. Priprava konvencionalnih liposoma s diltiazemkloridom

Konvencionalni liposomi s diltiazemkloridom pripremljeni su proliposomskom metodom
(Paveli¢ i sur., 2001). Fosfatidilkolin (110 mg) i Phospholipon H (15 mg) su otopljeni u 0,3 g
96 vol% etanola mijesanjem na magnetnoj mijesalici uz blago zagrijavanje do 50 °C. Zatim je
naglo dodano 0,5 ml prethodno pripremljene otopine diltiazemklorida (0,5g9/5ml, odmjerna
tikvica) uz intenzivno mijeSanje (600 okretaja/minuta). Proliposomska disperzija ohladena je
na sobnu temperaturu i postepeno razrjedivana na magnetnoj mijesalici (600 okretaja/minuta)
dokapavanjem fosfatnog pufera (pH 6,8) do ukupno 5 ml. Liposomska disperzija mijeSana je
tijekom narednih 45 minuta na mijeSalici, a zatim ostavljena jo§ 3 sata na sobnoj temperaturi

da se u potpunosti hidratizira (prilagodeno prema Pepi¢, 2017).

Sve su liposomske disperzije (azitromicin i diltiazemklorid) homogenizirane koristenjem
ru¢nog mini-ekstrudera (Slika 5). Ekstruzija je provedena tri puta kroz polikarbonatne
membranske filtere promjera pora 400 nm (liposomi s diltiazemkloridom i azitromicinom).
Liposomi s azitromicinom su dodatno ekstrudirani (jedanput) kroz filtere promjera pora 100

nm.
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Slika 5. Ru¢ni mini ekstruder (http://www.avestin.com/)

Liposomske disperzije su pohranjene u hladnjak (4 °C). Prije ispitivanja su termostatirane na

sobnoj temperaturi, a kationski liposomi su dodatno zagrijani na temperaturu 50-60 °C.

3.2.2. Mjerenje velicine i indeksa polidisperznosti liposoma

Srednji promjer i indeks polidisperznosti liposoma izmjereni su metodom fotonske
korelacijske spektroskopije (PCS). Mjerenje je izvrSeno na 25 °C na uredaju Zetasizer
3000HS (Malvern Instruments, Malvern, Velika Britanija). Uzorak je pripremljen u kiveti
razrjedivanjem 80 ul liposomske disperzije s 1 mM otopinom NaCl prethodno profiltriranom
kroz Minisart filter veli¢ine pora 0,45 pum kako bi se sprije¢ilo mjerenje potencijalnih
oneci$c¢enja iz otopine NaCl-a ili vanjske vodene faze liposoma. Rezultati su prikazani kao

srednja vrijednost 3 uzastopna mjerenja.

3.2.3. Mjerenje zeta potencijala

Zeta potencijal liposoma razlicitog lipidnog sastava i uklopljene djelatne tvari izmjeren je na
uredaju Zetasizer 3000HS (Malvern Instruments, Malvern, Velika Britanija). Prije mjerenja
provedena je kalibracija uredaja mjerenjem zeta potencijala standarda (Malvern, Zeta
Potential Standard -42 + 4,2 mV). Mjerenje je izvrSeno pri sobnoj temperaturi, a uzorak je
pripremljen razrjedivanjem liposomske disperzije s 1 mM otopinom NaCl u ¢asici od 10 ml.

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 6 uzastopnih mjerenja.

3.2.4. Mjerenje membranske elasti¢nosti liposoma
Ispitivanja membranske elasticnosti konvencionalnih, deformabilnih, propilenglikolskih 1
kationskih liposoma s azitromicinom te konvencionalnih i propilenglikolskih liposoma s

diltiazemkloridom provedena su kontinuiranom ekstruzijom liposomskih disperzija kroz
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polikarbonatne membrane promjera pora 100 nm tijekom 5 minuta pri konstantnom tlaku od

2,5 bara. Shematski prikaz uredaja prikazan je Slikom 6.

Kationski liposomi su prije ispitivanja termostatirani na 60 °C.

|

Liposomska
suspenzija
Membrana
(100 nm)
Ekstrudirani
liposomi (J)

Slika 6. Shematski prikaz uredaja za mjerenje membranske elasti¢nosti (Divanovi¢, 2013)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Srednji promjeri i indeksi polidisperznosti liposoma s azitromicinom

I diltiazemkloridom

Srednji promjeri razli€itih tipova liposoma s azitromicinom i diltiazemkloridom prikazani su

Tablicom 3 dok su indeksi polidisperznosti prikazani Tablicom 4.

Tablica 3. Srednji promjeri razli¢itih tipova liposoma s azitromicinom i diltiazemkloridom,

prije i nakon ekstruzije

Srednji promjer (nm)

Djelatna tvar Tip liposoma Prije ekstruzije | Nakon ekstruzije

Konvencionalni 635 + 62 137 +£2

Deformabilni 472 £20 113+£1
ATIOMICIN e 699 + 8 142 +3
Kationski 1628 + 33 319 + 63

Konvencionalni 712,3+ 18,5 233,4+0,8

SULEESEIEEE  propilenglikol 653,5 + 6,2 207,4 £ 1,8

Liposomi s azitromicinom pripravljeni su film metodom dok su liposomi s diltiazemkloridom
pripremljeni proliposomskom i metodom razrjedenja poliola. Rezultati prikazani Tablicom 3
pokazuju da je srednji promjer za sve liposome, neovisno o uklopljenoj djelatnoj tvari, bio u
rasponu 470 do 712 nm. Jedini izuzetak predstavljaju kationski liposomi s azitromicinom ¢iji
je srednji promjer bio znacajno najveci od svih ispitivanih uzoraka (1628 nm).

Film metoda karakteristi¢na je po stvaranju izrazito velikih multilamelarnih liposoma (do 20-
ak pum) heterogene distribucije veli¢ina (Vani¢, 2012b). Premda usporedba srednjih promjera
liposoma, pripravljenih razli¢itim metodama, ne ukazuje na znacajne razlike u veliCini
liposoma, neophodno je sagledati pripadajuce vrijednosti indeksa polidisperznosti (Tablica 4)

koji su mjera homogenosti, odnosno heterogenosti disperzija Cestica.
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Tablica 4. Indeksi polidisperznosti razli¢itih tipova liposoma s azitromicinom i

diltiazemkloridom, prije i nakon ekstruzije

Indeks polidisperznosti

Djelatna tvar Tip liposoma Prije ekstruzije | Nakon ekstruzije

Konvencionalni 0,91 £0,08 0,10 £ 0,01

Deformabilni 0,81 +0,11 0,13 +£0,04
AZITTOMICIN - TR 1,00 0,00 0.19 = 0,03
Kationski 1,00 + 0,00 0,43 + 0,10

Konvencionalni 0,569 £ 0,073 0,275+ 0,014

SULEPERISEIIEE  propilenglikol 0,473 + 0,082 0,235 + 0,025

Rezultati prikazani Tablicom 4 jasno pokazuju izrazito visoke vrijednosti indeksa
polidisperznosti liposoma s azitromicinom (0,81-1), dok su obje preparacije liposoma s
diltiazemkloridom imale znac¢ajno nizi indeks polidisperznosti (< 0.57). Stoga je o€ito da se 0
veli¢ini liposoma ne moze raspravljati jedino na osnovu izmjerenih vrijednosti srednjih
promjera ve¢ se u obzir moraju uzeti i pripadajuci indeksi polidisperznosti.

Provedena homogenizacija svih liposomskih disperzija (obje djelatne tvari) rezultirala je
znacajno nizim srednjim promjerima (Tablica 3) i indeksima polidisperznosti (Tablica 4).
Buducdi su liposomi s azitromicinom bili dodatno ekstrudirani kroz membrane od 100 nm (za
razliku od liposoma s diltiazemkloridom), njihovi srednji promjeri su bili o¢ekivano nizi od
srednjih promjera liposoma s diltiazemkloridom (Tablica 3).

Usporedba razlicitih tipova liposoma s azitromicinom pokazuje najmanji promjer
deformabilnih liposoma, §to je u skladu s postojeom literaturom (Elsayed i sur., 2007; Vani¢
i sur., 2013). Najve¢i medu ispitivanim liposomima s azitromicinom su bili kationski
liposomi, §to je vjerojatno posljedica temperature na kojoj su provedena mjerenja srednjeg
promjera i indeksa polidisperznosti (25 °C). Konvencionalni liposomi su bili slicnog srednjeg
promjera (137 nm) kao i propilenglikol liposomi (142 nm).

Medu liposomima s diltiazemkloridom, elasti¢ni propilenglikol liposomi su bili manjeg
srednjeg promjera (207 nm) i indeksa polidisperznosti (0,233) od konvencionalnih liposoma
(233 nm; 0,285).
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4.2. Zeta potencijali liposoma s azitromicinom i diltiazemkloridom

Zeta potencijali razli¢itih tipova liposoma (Slika 7) u skladu su s njihovim fosfolipidnim
sastavom. Anionski liposomi s azitromicinom bili su slicnog zeta potencijala (-44 do -48 mV),
dok su neznatno nize vrijednosti imali liposomi s diltiazemkloridom (-52 do -54 mV).
Kationski liposomi s azitromicinom karakterizirani su izrazito visokim zeta potencijalom (+

62 mV) koji je posljedica prisutnog kationskog lipida (DODAB) u membrani liposoma.

80

60 -

Zeta potencijal (mV)
o

40 -

60 - -43.9 -458 484

-80 - . .
Liposomi

B konvenvionalni liposomi s azitromicinom B deformabilni liposomi s azitromicinom
m propilenglikolski liposomi s azifromicinom kationski liposomi s azitromicinom

m konvencionalni liposomi s diltiazemkloridom = propilenglikolski liposomi s diltiazemkloridom

Slika 7. Zeta potencijal razli¢itih liposomskih preparacija

Imajuéi u vidu odnos zeta potencijala i stabilnosti suspenzija, dobiveni rezultati (Slika 7)
ukazuju na formiranje fizicki stabilnih anionskih i kationskih liposoma.

Viskoznost, pH, ionska jakost otopine/disperzije, temperatura, pa ¢ak i najmanje promjene u
povrsini liposoma mogu utjecati na vrijednosti zeta potencijala (Smith i sur., 2017). Stoga bi,
imajuci u vidu put primjene i svojstva povrSine (tkiva) na koju bi se liposomi primjenjivali,
bilo zanimljivo provesti daljnja ispitivanja/mjerenja zeta potencijala u razli¢itim uvjetima

kako bi se moglo predvidjeti ponaSanje ¢estica u in vivo uvjetima.
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4.3. Elasti¢nost (fosfo)lipidnih dvoslojeva liposoma

Ispitivanja membranske elasti¢nosti razli¢itih tipova elasti¢nih 1 konvencionalnih liposoma s
razli¢itim djelatnim tvarima provedena su na nacin detaljno opisan u poglavlju 3.2.4., a

rezultati provedenih ispitivanja prikazani su Slikom 8 i Tablicom 5.

40,802

Elasti¢nost

Liposomi
B konvencionalni liposomi s azitromicinom B deformabilni liposomi s azitromicinom
m propilenglikolski liposomi s azifromicinom kationski liposomi s azitromicinom

m konvencionalni liposomi s diltiazemkloridom m propilenglikolski liposomi s diltiazemkloridom

Slika 8. Elasti¢nost razlicitih tipova liposoma s azitromicinom i diltiazemkloridom

Rezultati prikazani Slikom 8 i Tablicom 5 pokazuju najvecu elasti¢nost deformabilnih
liposoma s azitromicinom, koja je gotovo 40 puta veéa od izmjerene vrijednosti
membranske elasti¢nosti konvencionalnih liposoma s azitromicinom.

Najmanje su bili elasti¢ni kationski liposomi, gotovo 80 puta manje u odnosu na
deformabilne.

Usporedba konvencionalnih i propilenglikolskih liposoma s azitromicinom i onih s
azitromicinom istog lipidnog sastava, propilenglikolski ¢ak dvostruko viSe (Slika 8). Stoga

je ocito da lipofilnost uklopljenog lijeka utjeCe na elasti¢nost liposoma.
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Tablica 5. Ispitivani parametri membranske elasti¢nosti razli¢itih tipova liposoma

_ Prije ispitivanja elasti¢nosti Nakon ispitivanja elasti¢nosti

. - Srednji promjer  Indeks polidisperznosti  Srednji promjer  Indeks polidisperznosti
Djelatna tvar Tip liposoma
(nm) (PDI) (nm) (PDI) J(9) E

Konvencionalni 174,7+23 0,199 + 0,052 140,5+ 0,6 0,125 +£0,015 0,76 15
Deformabilni 166,1 + 1,4 0,090 + 0,053 132,5+0,9 0,048 £0,017 18,63 40,802
AUl propilenglikolski  141,6 + 0,8 0,132+ 0,018 122,7 + 0,4 0,104 + 0,011 3,56 3,944
Kationski 856,6 +267,1 1,000 £ 0,000 238,6 + 189,7 1,000 + 0,000 0,03 0,577
Konvencionalni 247,6 £2.6 0,201 £ 0,016 178,6 £2.3 0,091 + 0,012 0,77 2,456
Diltiazemklorid
Propilenglikolski 226,7+4,8 0,228 +£0,13 170,7 £ 2.4 0,121 £0,017 2,85 8,304

E, stupanj membranske elasti¢nosti liposoma; J, koli¢ina ekstrudiranih liposoma; n=3.
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Ispitivanja provedena s propilenglikolskim liposomima pokazala su da propilenglikol
znacajno doprinosti elasti¢nosti liposoma, u usporedbi s konvencionalnim liposomima istog
fosfolipidnog sastava. Premda bi bilo za ocekivati da ¢e povecanjem udjela propilenglikola
clastiCnost rasti, naprotiv, povecanjem udjela propilenglikola u formulaciji liposoma
elasti¢nost liposoma opada (Palac i sur., 2014). Stoga je veci udio propilenglikola (30%) u
liposomima s azitromicinom dodatni razlog manjoj elasti¢nosti u usporedbi s liposomima s
diltiazemkloridom (10% propilenglikola).

Analiza izmjerenih parametara elasti¢nosti (Tablica 5) pokazuje da je stupanj membranske
clasti¢nosti liposoma (E) veéi, $to je masa ekstrudiranih liposoma (J) ve¢a. Takvu ovisnost
odredene dimenzije pora u zadanom vremenu jer ¢e zbog deformacije membrane pod
utjecajem tlaka brze prolaziti kroz membranu za ispitivanje.

Osim mase ekstrudiranih liposoma (J), na elasticnost znacajno utjeCe i srednji promjer
liposoma (rv) nakon protiskivanja ispitivane liposomske disperzije kroz membranu
odgovarajuce veli¢ine pora (rp). Medutim, provedena ispitivanja pokazala su manju ovisnost E

0 Iy, te je elasticnost najveéim dijelom bila ovisna o masi ekstrudiranih liposoma (J).

Elasti¢ni liposomi imaju bolju sposobnost dopreme lijeka u nize dijelove epidermisa i u
dermis u odnosu na konvencionalne liposome (Vani¢ i sur., 2015). Stoga bi deformabilni
liposomi bili prikladni za daljnja istrazivanja u svrhu primjene formulacije za dostavu
uklopljene djelatne tvari u dublje slojeve koze ili sluznice, dok bi konvencionalni bili

prikladni za dostavu u povrSinske slojeve koze, tj. sluznice.

22



S.

ZAKLJUCCI

Na osnovu provedenih ispitivanja i analize dobivenih rezultata, donose se slijedeci zakljucci:

metoda priprave i fosfolipidni sastav liposoma znacajno utje¢u na fizikalna svojstva
liposoma

film metodom dobiveni su liposomi znacajno veceg indeksa polidisperznosti od
liposoma pripravljenih proliposomskom i metodom razrjedenja poliola

provedena ekstruzija razli¢itih tipova liposoma s uklopljenim azitromicinom i
diltiazemkloridom rezultirala je znacajno nizim srednjim promjerima i indeksima
polidisperznosti

zeta potencijali ispitivanih anionskih i kationskih liposoma ukazuju na formiranje
fizicki stabilnih liposomskih disperzija

stupanj membranske elastiCnosti liposoma odreden je fosfolipidnim sastavom
liposoma te prisustvom surfaktanta ili suotapala

najveéi stupanj membranske elastiCnosti pokazali su deformabilni liposomi s
azitromicinom, dok su kationski liposomi karakterizirani izrazito ¢vrstim (rigidnim)
membranama

lipofilnost uklopljenog lijeka 1 udio suotapala znafajno doprinose -elasticnosti
liposoma (propilenglikol liposomi s azitromicinom i ve¢im udjelom propilenglikola su
bili manje elasti¢ni od propilenglikol liposoma s diltiazemkloridom i manjim udjelom
propilenglikola).

stupanj membranske elasti¢nosti liposoma je bio najve¢im dijelom ovisan 0 masi

ekstrudiranih liposoma, a manjim o promjeru ekstrudiranih liposoma.

Rezultati provedenih ispitivanja pruzaju dobru osnovu za daljnja in vitro ispitivanja:

oslobadanje uklopljene djelatne tvari, stabilnosti formulacija tijekom uskladiStenja,

permeabilnosti kroz epidemalne barijere i interakcije s komponentama iz bioloskog

okruzenja.
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7.

Sazetak

Svrha ovog rada bila je provesti fizikalnu karakterizaciju razliitih tipova liposoma s
uklopljenim lipofilnim ili hidrofilnim lijekom (azitromicin ili diltiazemklorid). Poseban
naglasak stavljen je na ispitivanje membranske elasti¢nosti budu¢i da su formulacije
namijenjene primjeni na kozu i sluznicu. Ispitivanjem se Zeljelo utvrditi kako fosfolipidni
sastav, prisustvo surfaktanta (natrijev deoksikolat) ili suotapala (propilenglikol) u
liposomima utjeCe na fizikalna svojstva liposoma: veli¢inu, naboj na povrsini te
elasti¢nost/rigidnost njihovih dvoslojeva. Liposomi s azitromicinom pripravljeni su film
metodom, dok su liposomi s diltiazemkloridom pripremljeni proliposomskom i metodom
razrjedenja poliola. Pokazano je da metoda priprave i fosfolipidni sastav znacajno
doprinose fizikalnim svojstvima liposoma. Film metodom dobivene su izrazito heterogene
disperzije liposoma, a provedena ekstruzija rezultirala je liposomima zna¢ajno manjeg
srednjeg promjera i niskog indeksa polidisperznosti. Ispitivanja membranske elasti¢nosti
pokazala su najvecu elasti¢nost deformabilnih liposoma s azitromicinom. Elasti¢nost
propilenglikol liposoma s azitromicinom je bila manja od deformabilnih liposoma, ali
znacajno veéa od anionskih, konvencionalnih, te pogotovo kationskih liposoma.
Potvrdeno je da fosfolipidni sastav liposoma, prisustvo surfaktanta ili suotapala te
lipofilnost uklopljene djelatne tvari znacajno utjecu na stupanj membranske elasti¢nosti

liposoma.
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Summary

The main objective of this study was physical characterization of the different types of
liposomes loaded with either a lipophilic or hydrophilic drug (azithromycin or diltiazem
chloride). The focus was placed on determination of membrane (liposome bilayer's) elasticity,
because the investigated nanoformulations are destined for skin and mucosal drug delivery.
The specific aims were to determine influence of the phospholipid composition, surfactant
(sodium deoxycholate) or co-solvent (propylene glycol) on liposomal physical characteristics:
size, surface charge and bilayer’s elasticity. Liposomes containing azithromycin were
prepared by the film method, while liposomes with diltiazem chloride were prepared by
proliposome and polyol dilution method. The results have shown that the phospholipid
composition and method used for the preparation of liposomes significantly influence
physical characteristics of the liposomes. Liposomes prepared by the film method were
significantly more heterogenic than liposomes prepared by proliposome and polyol dilution
method, respectively. Extrusion of the originally prepared liposomes resulted in the liposomes
of significantly smaller mean diameters and polydispersity indexes. Deformable liposomes
with azithromycin were characterized with the most elastic bilayers. Propylene glycol
liposomes had less elastic bilayers than deformable liposomes, but significantly more elastic
bilayers than anionic, conventional and cationic liposomes encapsulating azithromycin. On
the contrary, propylene glycol liposomes with diltiazem chloride were more elastic than
propylene glycol liposomes encapsulating azithromycin.

This study confirmed that phospholipid composition, presence of surfactant and co-solvent, as
well as the lipophilicity of the drug have a significant impact on liposome membrane

elasticity.
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contrary, propylene glycol liposomes with diltiazem chloride were more elastic than propylene
glycol liposomes encapsulating azithromycin. This study confirmed that phospholipid
composition, presence of surfactant and co-solvent, as well as the lipophilicity of the drug have a
significant impact on liposome membrane elasticity.
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