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1. UVOD

1.1. Povrs§ina oka

Povrsina oka je funkcionalna jedinica koju Cine razliCite komponente ¢iji je cilj ocuvanje
zdravlja i funkcije oka. Sastoji se od epitela roznice, epitela bulbarne spojnice te tankog sloja
suznog filma. Suzni film prekriva povrSinu oka i predstavlja vazan ¢imbenik u podmazivanju
povrSine oka, zaStiti od mikroorganizama, osiguravanju glatke povrSine oka za refrakciju
svjetlosti te opskrbi avaskularne roZnice hranjivim tvarima (Rolando i Zierhut, 2001). Razlikuju
se vodenomukozni sloj gela i tanki lipidni sloj suznog filma. Vodenomukozni sloj gela je dio
suznog filma koji je u direktnom kontaktu s epitelom roznice 1 spojnice dok ga lipidni sloj
prekriva i ¢ini dio koji je u izravnom kontaktu sa zrakom. VVodena komponenta suznog filma i
sekretorni mucini, koji se dijele na mucine koji stvaraju gel i topljive mucine koji nemaju
mogucénost stvaranja gela, te transmembranski mucini ¢ine vodenomukozni sloj gela suznog
filma. Lipidni sloj suznog filma nastaje iz meibuma kojeg izlu¢uju Meibomove zlijezde
smjestene na rubovima vjeda. Uloga lipidnog sloja je smanjivanje povrSinske napetosti suznog
filma i usporavanje isparavanja vodene komponente suznog filma (Juri§i¢ Dukovski, 2021;
Willcox i sur., 2017).
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Slika 1. Struktura suznog filma (preuzeto i prilagodeno prema Kawahara,
2023)



1.2. Bolest suhog oka

Bolest suhog oka je kompleksna, multifaktorijalna bolest povrSine oka karakterizirana
gubitkom homeostaze suznog filma, pra¢ena nizom simptoma kojima dominiraju nelagoda i
smetnje vida. Poremecaj homeostaze suznog filma posljedica je njegove nestabilnosti i
hiperosmolarnosti te upale povrsine oka i neurosenzornih abnormalnosti. Kako bolest suhog
oka ne moze biti okarakterizirana jedinstvenim procesom, znakom ili simptomom, definiramo
ju kao multifaktorijalnu (Craig i sur., 2017). Prevalencija bolesti suhog oka je u rasponu od 5%
do 50%, cak 1 do 75% kod osoba starijih od 40 godina. U populaciji starosne dobi izmedu 18 1
45 godina samo 2,7% osoba se susrelo s tom boles¢u (Rouen i White, 2018). Faktori rizika
uklju¢uju osobne c¢imbenike, okoliSne ¢imbenike, kroni¢ne bolesti 1 lijekove. U osobne
¢imbenike ubrajamo dob, spol, rasu i koriStenje kontaktnih le¢a. Kod zenskog spola je veca
prevalencija bolesti, pogotovo u postmenopauzi. Primjena estrogena ili kombinacije estrogena
I progestina moze pogorsati simptome dok primjena androgena moze djelovati suprotno, tj.
olaksati simptome (Rouen i White, 2018). Okoli$ni ¢imbenici koji mogu predstavljati rizik od
bolesti suhog oka jesu podrucja niske relativne vlaznosti zraka i velike vjetrovitosti, boravak u
klimatiziranim prostorima, dugotrajno izlaganje ekranima (racunala, tableti, pametni telefoni) i

provodenje vise vremena ¢itaju¢i (Rouen i White, 2018).

1.2.1. Podjela bolesti suhog oka

Dva glavna etiopatogenetska tipa bolesti suhog oka su hiposekretorni tip i hiperevaporacijski
tip (Bron i sur., 2017). Hiposekrecijski tip nastaje zbog smanjenog izlu¢ivanja suza §to moze
biti posljedica Sjogrenovog sindroma te drugih stanja ili bolesti. Sjogrenov sindrom je
autoimuna bolest egzokrinih Zlijezda, poglavito suznih zlijezda i zlijezda slinovnica (Kuklinski
i sur., 2017). Od ostalih stanja, starenje je najces¢i uzrok hiposekrecijskog tipa bolesti kada
dolazi do smanjene funkcije suznih Zlijezda i1 reducirane osjetljivosti roznice na vanjske
podrazaje. Hiperevaporacijski tip nastaje zbog prekomjernog isparavanja suza i veé¢inom je
razlog njihove disfunckije. Ostali uzro¢nici disfunkcije su: rosacea, atopijski i seborei¢ni
dermatitis, psorijaza, ihtioza te primjena tretinoina u lijecenju akni (Juri$i¢ Dukovski, 2021).
Oko 10% pacijenata ima bolest suhog oka hiposekrecijskog tipa, dok vise od 80% njih ima

hiperevaporacijski tip, ili kombinaciju oba tipa bolesti (Rouen i White, 2018).



1.2.2. Mehanizam nastanka bolesti suhog oka

Glavnu ulogu u patogenezi bolesti suhog oka ima hiperosmolarnost suznog filma, a razlog zbog
kojeg dolazi do hiperosmolarnosti je smanjeno izluCivanje suza ili njihovo
prekomjerno isparavanje (Jurisi¢ Dukovski, 2021). Vrijednosti osmolarnosti kod zdravog oka
iznose priblizno 302 = 8 mOsm kg ', dok vrijednosti od 315 + 10 mOsm kg™ i 336 + 22 mOsm
kg™ ukazuju na umijeren i teski oblik bolesti suhog oka (Bron i sur., 2017). Hiperosmolarnost
suznog filma rezultira oSteCenjem povrSine oka neposrednim, ali 1 posrednim mehanizmima
putem kaskadnih upalnih reakcija (Jurisi¢c Dukovski, 2021). Upala dovodi do nestabilnosti
suznog filma koja u svojoj pozadini obuhvaca apoptozu epitelnih stanica roznice i spojnice oka,
vrcastih stanica spojnice oka te poja¢anu deskvamaciju epitelnih stanica roznice. Kaskada
upalnih reakcija poti¢e sintezu i lu¢enje proupalnih citokina, metaloproteinaza izvanstani¢énog
matriksa, proapoptotickih ¢imbenika te ¢imbenika nekroze tumora o. Medijatori upale i
hiperosmolarnost suznog filma rezultiraju smanjenom ekspresijom transmembranskih mucina
i dovode do apoptoze epitelnih stanica spojnice i roznice, te vrcastih stanica spojnice.
Posljedi¢no, manjak vr¢astih stanica dovodi do niske koncentracije mucina koji su odgovorni
za stvaranje gela u suznom filmu i time se znacajno naruSava stabilnost suznog filma i
mogucénost optimalnog mocenja povrSine oka (Juri§i¢ Dukovski, 2021). Navedeni
patofizioloski procesi zapocinju 1 odrzavaju tzv. zaCarani krug bolesti suhog oka — prerano
pucanje suznog filma nakon treptaja (nestabilan suzni film), §to dovodi do isuSivanja i
hiperosmolarnosti povrSine oka. Kaskada mehanizama, uklju¢uju¢i osmotski, mehanicki i
upalni stres, narusava obrambeni mehanizam povrSine oka i vodi ka daljnjem pucanju suznog

filma ¢ime se zatvara i nastavlja zacarani krug (Baudouin i sur., 2016).

1.2.3. Terapijske opcije

Kako je bolest suhog oka multifaktorijalne etiologije, lijeCenje je kompleksno. Prioritetno je
utvrditi to¢nu dijagnozu, odrediti uzrok, dominantni tip bolesti i stupanj inteziteta simptoma
bolesti kako bi pristup lije¢enju bio ispravan. Cilj kojem se tezi prilikom lije¢enja bolesti suhog
oka jest ponovno postizanje homeostaze povrsine oka i samim time prekid zacaranog kruga
bolesti (Jurisi¢ Dukovski, 2021).



1.2.3.1. Nefarmakoloske mjere

Lijecenje bolesti suhog oka ukljucuje i nefarmakoloske mjere: edukaciju pacijenta, prilagodbu
uvjeta zivota i optimizaciju prehrambenih navika. Za prilagodbu uvjeta Zivota predlaze se
pasivno pusenje) te izbjegavanje duljih razdoblja provedenih u voznji, ¢itajuci ili gledajuci
ekrane kako bi se smanjilo naprezanje ociju. Promjene u prehrani nalazu poveéan unos

namirnica bogatih omega-3 masnim kiselinama i vitaminom A (Rouen i White, 2018).

1.2.3.2. Umjetne suze

Umjetne suze su Cesto prva linija lije¢enja i predstavljaju zamjenu za prirodne suze. Imaju ulogu
olakSavanja simptoma, ali ¢esto bez u¢inka na oStecenja povrsine oka (Yao isur., 2011) . Nize
su navedene vrste umjetnih suza i preporuke za njihovu primjenu:
e Umjetne suze s lipidima primjenjive su u bolesnika s disfunkcijom Meibomovih Zlijezda
bududi da stabiliziraju suzni film povecavanjem debljine lipidnog sloja suznog filma (Yao
isur., 2011).
e Umjetne suze bez konzervansa korisne su kod bolesnika s umjerenim do teskim oblikom
bolesti koji ih primjenjuju vise od 4 puta dnevno. Takvi pripravci osiguravaju manji rizik
od ostecenja povrsine oka uslijed izloZzenosti konzervansima (Yao i sur., 2011).
o Umjetne suze s osmoprotektantima primjenjuju se kod bolesnika s hiperevaporacijskim
tipom bolesti jer osiguravaju osmotsku zastitu, povecavaju unutarstani¢nu osmolarnost i
Stite epitel od oksidativnog stresa. Osmoprotektanti (npr. betain i L-karnitin) uravnotezuju
osmotski tlak bez ometanja metabolizma stanica i smanjuju upalu nastalu osmotskim
stresom (Jones i sur., 2017).
e Hipotoni¢ne umjetne suze uéinkovito smanjuju hiperosmolarnost suznog filma te se
njihova primjena predlaze kod oba tipa bolesti suhog oka (Li i sur., 2017; Yao i sur.,
2011). Medutim, potrebna su dodatna istrazivanja koja bi pokazala njihov to¢an u¢inak na
simptome i tijek bolesti (Jones i sur., 2017).
Kako bi se postiglo njihovo produljeno zadrzavanje na povrSini oka, umjetnim se suzama
dodaju tvari za povecanje viskoznosti kao §to su derivati celuloze, prirodni glikozaminoglikan

hijaluronske kiseline ili galaktomanan hidroksipropilguar (Juris§i¢ Dukovski, 2021).



Povecanjem visokoznosti produljuje se djelovanje, ali i otvara mogucénost privremenog

zamucenja vida (Phadatare i sur., 2015).

1.2.3.3. Farmakoterapija

Kod umjereno teskog i teskog oblika bolesti suhog oka uglavnom je potrebna farmakoterapija.
Primarni fokus farmakoterapije je lijeCenje upalne komponente bolesti. Odobreni lijekovi za
terapiju bolesti suhog oka uklju¢uju imunomodulatore, antagoniste integrina, sekretagoge
mucina i/ili vodene komponente suza (Jurisi¢ Dukovski, 2021).

Ciklosporin A je ciklicki peptid sastavljen od 11 aminokiselina koji djeluje protuupalno i
imunomodulatorno. U SAD-u je Agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug
Administration, FDA) odobrila prvi lijek za lije¢enje bolesti suhog oka - kapi za oko s 0,05 %
ciklosporina A u obliku anionske nanoemulzije (Restasis®), dok su u Europi nekoliko godina
kasnije odobrene kapi za oko s 0,1% ciklosporina A, u obliku kationske nanoemulzije
(Ikervis®) (www.drugs.com; www.restasis.com).

Topikalni glukokortikoidi takoder se mogu Koristiti za lijeGenje bolesti suhog oka. Njihovo
protuupalno djelovanje ucinkovito otklanja simptome bolesti. Nedostatak im je vremenski
ograni¢ena upotreba (otprilike dva tjedna) zbog rizika od ozbiljnih nuspojava kao $to su povisen
o¢ni tlak te pojava katarakte i oportunisti¢kih infekcija (Sheppard isur., 2016). Posebno istaknut
glukokortikoid je loteprednoletabonat koji predstavlja manji rizik za pojavu ozbiljnih
nuspojava i otvara moguénost dugotrajnije primjene. Manji potencijal za izazivanje nuspojava
loteprednoletabonata proizlazi iz njegove kemijske strukture zbog koje se hidroliti¢ki
razgraduje na inaktivne metabolite nakon vezanja za receptore (Sheppard i sur., 2016). FDA je
u listopadu 2020. godine odobrila kapi za oko Eysuvis® (Kala Pharmaceuticals, Inc.) koje
sadrze loteprednoletabonat (0,25%) u obliku suspenzije mukopenetriraju¢ih nanokristala te on
predstavlja prvi odobreni glukokortikoid za kratkotrajnu topikalnu terapiju bolesti suhog oka
(www.drugs.com; www.eysuvis-ecp.com).

Lifitegrast je antagonist integrina koji ima protuupalno djelovanje sprecavajuci vezanje T-
limfocita na endotel kapilara i njihovu migraciju u okolna tkiva. 2016. godine FDA je odobrila
kapi za oko u obliku 5%-tne oftalmic¢ke otopine lifitegrasta - Xiidra® (Haber i sur., 2019;
www.drugs.com ).

Dikvafosol i rebamipid, topikalni sekretagozi, jos su jedna terapijska opcija za lijeCenje bolesti

suhog oka. Dikvafosol je odobren u Japanu i Juznoj Koreji u obliku kapi za oko - otopine (3%)
5


https://www.eysuvis-ecp.com/ampplify

(Diquas®), dok je rebamipid odobren je u Japanu u obliku kapi za oko - suspenzije (2%)
(Mucosta®) (Jones i sur., 2017).

Postoje i opcije tzv. ,,0ff-label primjene odredenih lijekova za lijeCenje bolesti suhog oka kao
Sto su azitromicin i tetraciklini. Njihova se uc¢inkovitost, osim na antibakterijskom djelovanju,
temelji i na protuupalnom djelovanju. Takoder je utvrdeno da azitromicin izravno djeluje na
epitelne stanice Meibomovih Zlijezda ¢ime pospjesuje njihovu funkciju. Azitromicin se
primjenjuje peroralno, ali postoji moguénost i topikalne oftalmicke primjene dok je primjena
tetraciklina ograni¢ena na peroralnu primjenu. Optimalan rezim doziranja za oba lijeka i oba
puta primjene jo$ uvijek nije definiran (Jones i sur., 2017; Liu i sur., 2015).
Parasimpatomimetici, pilokarpin i cevimelin, stimuliraju sekreciju sline i suza. Medutim,
odobreni su od strane FDA za terapiju suhoce usta kao posljedice Sjogrenovog sindroma, ne i
za bolest suhog oka, iako studije ukazuju na jednaku ucinkovitost kod oba stanja (Kuklinski 1
sur., 2017).

Potencijal za primjenu kod bolesti suhog oka pokazali su i topikalni nesteroidni protuupalni
lijekovi koji su prilikom klini¢kih istrazivanja pokazali osmoprotektivni uc¢inak. Konkretnije,
diklofenak je na modelu bolesti suhog oka Stakora pokazao protektivno djelovanje dok je kod
bromfenaka taj ucinak izostao. Medutim, uoceni su pojedini sluc¢ajevi stanjenja roznice kao
posljedica primjene topikalnih nesteroidnih protuupalnih lijekova stoga je potreban oprez

prilikom propisivanja tih lijekova pacijentima (Jones i sur., 2017).

1.3. Nanoemulzije za oftalmi¢ku primjenu

Nanoemulzije su disperzije dviju tekucina koje se medusobno ne mijesaju, a stabilizirane su
prikladnim povr$inski aktivnim tvarima. Nanoemulzije su kineticki stabilni, ali termodinamicki
nestabilni sustavi (Singh i sur., 2017). Postoje nanoemulzije tipa ulje u vodi (U/V), voda u ulju
(V/U) te mjesoviti tip U/V/U ili V/U/V. Prosje¢an promjer kapljica nanoemulzija je manji od
500 nm (Singh i sur., 2017). U oftalmi¢koj primjeni koriste se nanoemulzije tipa U/V zbog
mogucnosti mijesanja sa suznim filmom, a raspon promjera kapljica unutarnje (uljne) faze
najéesce je 20-200 nm (Gawin-Mikotajewicz i sur., 2021). Mala veli¢ina kapljica omogucuje
veliku ukupnu povrsinu za oslobadanje djelatne tvari ¢ime ona postaje dostupna za apsorpciju
(Jurisi¢ Dukovski, 2021; Singh i sur., 2017). Prednosti nanoemulzija u oftalmickoj primjeni su
mogucénost mijeSanja sa suznim filmom, uklapanje lipofilnih, slabo topljivih djelatnih tvari te
bolja podnosljivost u odnosu na konvencionalne farmaceutske oblike. Nanoemulzije
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predstavljaju funkcionalne nanosustave koji u¢inkovito nadoknaduju sve slojeve suznog filma
(vodeni, mucinski i lipidni) ¢ime povecavaju stabilnost i1 volumen suznog filma S§to je od
presudne vaznosti u lijeCenju bolesti suhog oka, ¢ak i bez uklopljene djelatne tvari (Singh i sur.,
2020). Interakcija oftalmic¢kih nanoemulzija s lipidnim komponentama suznog filma rezultira
duljim zadrzavanjem djelatne tvari na mjestu primjene te osigurava dobru apsorpciju djelatne

tvari preko roznice u dublja tkiva oka (Qamar i sur., 2019).

1.3.1. Pomo¢ne tvari

Razvoj oftalmickih nanoemulzija, zbog specificnosti mjesta primjene, zahtijeva opsezno
razumijevanje farmaceutskih, kao 1 tehnoloskih aspekata povezanih s odabirom pomo¢nih tvari
i procesa izrade formulacije (Gawin-Mikotajewicz i sur., 2021). Glavne uloge pomo¢nih tvari
su omogucena priprava nanoemulzija prikladnih svojstava, osiguravanje stabilnosti formulacije

i uklapanje djelatne tvari, uz neizostavnu sigurnost primjene (Jurisi¢ Dukovski, 2021).

Vrsta i udio uljne faze ovise poglavito o topljivosti djelatne tvari. Potrebno je posti¢i dovoljnu
topljivost djelatne tvari u ograni¢enom udjelu uljne faze. Niska povrSinska napetost i niska
viskoznost idealne su karakteristike ulja koriStenih u izradi nanoemulzija. Takoder, parametar
koji treba uzeti u obzir je kompatibilnost ulja s ostalim pomo¢nim tvarima u formulaciji (Singh
i sur., 2020). Primjeri ulja koja su u upotrebi za oftalmicku primjenu jesu Eutanol G
(oktildodekanol), trigliceridi srednje duljine lanaca, ricinusovo ulje, Kikirikijevo ulje, sojino
ulje, sezamovo ulje, izopropil miristat i tekuci parafin (Juri§i¢ Dukovski, 2021; Singh i sur.,
2020)

Povrsinski aktivne tvari (PAT), tzv. surfaktanti su organske amfipatske molekule koje sadrze
barem jednu polarnu (hidrofilnu) i nepolarnu (hidrofobnu) skupinu u svojoj strukturi.
Surfaktanti stabiliziraju nanoemulzije tako Sto se adsorbiraju na medupovrSinu izmedu faza 1
smanjuju povrSinsku napetost na na¢in da se hidrofilni dio orijentira prema vodenoj fazi, a
hidrofobni prema uljnoj fazi. Nakon adsorpcije PAT trebaju pruziti dovoljno jake odbojne sile
(elektrostatske ili stericke) kako bi sprijecile spajanje uljnih kapljica (Singh i sur., 2017).
Postoje razli¢ite vrste PAT: amfoterne, neionske, anionske i kationske. Neionske PAT, poput
polisorbata, tiloksapola ili kremofora prikladne su za oftalmicku primjenu zbog niskog

iritacijskog potencijala (Jurisi¢c Dukovski, 2021; Singh i sur., 2020). Lecitin, koji predstavlja
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smjesu fosfolipida, takoder je prikladna PAT za oftalmicku primjenu. Dodatna prednost za
primjenu lecitina u ulozi povrSinski aktivne tvari je Cinjenica da u smjesi fosfolipida sadrzi 1
one koji su fizioloski prisutni u suznom filmu (Juri$i¢ Dukovski, 2021). Kosurfaktanti djeluju
sinergisti¢ki s PAT prilikom smanjenja medupovrsinske napetosti te se njihovom primjenom
smanjuje potrebna koncentracija PAT. Kao kosurfaktanti za oftalmicku primjenu mogu se

koristiti propilen glikol, polietilenglikol i glicerol (Singh i sur., 2020).

Konzervansi sprje¢avaju kontaminaciju formulacije mikroorganzimima, a u sluc¢aju kapi za oko
najcesce se koristi benzalkonijev klorid (BAK). U¢inkovitost te smjese kvarternih amonijevih
spojeva temelji se na interakcijama s negativno nabijenim membranama mikroorganizama sto
rezultira izlaskom stani¢nog sadrzaja i smréu mikroorganizama. Negativna strana BAK-a je
neselektivnost, tj. jednako djelovanje 1 na membrane epitelnih stanica roznice, spojnice i
vréastih stanica spojnice oka. Sukladno tome, dugotrajna 1 kroni¢na primjena oftalmickih
pripravaka s BAK-om se treba izbjegavati, a kod teskih oblika bolesti suhog oka preporucuje

se koriStenje nekonzerviranih kapi za oko (Jurisi¢ Dukovski, 2021).

Tvari za povecanje viskoznosti omogucuju produljen kontakt nanoemulzije s povr§inom oka,
dodatno povecavaju debljinu suznog filma i samim time osiguravaju potpuniju zastitu povrsSine
oka (Jurisi¢ Dukovski, 2021). Tvari koje se najcesc¢e koriste u tu svrhu su hidroksimetilceluloza,
polivinilni alkohol, polivinilpirolidon, hijaluronska kiselina, tragakant guma i kasntanska guma
(Castro-Balado i sur., 2020).

Ostale pomo¢ne tvari ukljucuju tvari za izotonizaciju i prilagodbu pH vrijednosti, pufere,
nositelje pozitivnog naboja, pro¢is¢enu vodu i osmoprotektante. Pufere nije nuzno Koristiti jer
se pH vrijednost suza, nakon primjene oftalmi¢ke nanoemulzije druk¢ije pH vrijednosti, ubrzo

vratina fizioloSke vrijednosti zbog velikog puferskog kapaciteta suza (JuriSi¢ Dukovski, 2021).

1.3.2. Metode priprave nanoemulzija

S obzirom na to da su nanoemulzije termodinamicki nestabilni sustavi, za njihovu pripravu
nuzno je uloziti energiju. Ovisno o izvoru uloZene energije u pripravu nanoemulzija, metode su

podijeljene na niskoenergetske i visokoenergetske. Koji ¢e tip nanoemulzije nastati, ovisi o



volumnom udjelu pojedine faze (faza koja prevladava bit ¢e vanjska faza) te o tipu PAT koja

se koristi (Singh i sur., 2017).

Visokoenergetske metode ukljucuju mehanicke uredaje koji proizvode silu potrebnu za
razaranje vodene i uljne faze na kapljice nanometarskih dimenzija (Singh i sur., 2017). Prije
pocetka primjene visokoenergetske metode potrebno je pomijesati pripremljenu uljnu i vodenu
fazu na mijesalici pri velikim brzinama okretaja ¢ime nastaje gruba emulzija (Jurisi¢ Dukovski,
2021). Uredaji koji se koriste u sljede¢em koraku izrade (mikrofluidizatori, visokotla¢ni
homogenizatori i ultrasonikatori) razlikuju se u temeljnom principu rada. Prednost
visokoenergetskih metoda temelji se na vecoj slobodi pri izboru formulacijskih parametara te
mogucénos$éu uvecanja procesa izrade na industrijsko mjerilo (JuriSi¢ Dukovski, 2021).
Nedostatak visokoenergetskih metoda je visoka cijena uredaja i zagrijavanje formulacije
tijekom samog procesa obrade, S$to zahtijeva uvodenje hladenja u sluCaju KkoriStenja

termolabilnih tvari.

Niskoenergetske metode najcesce ukljucuju metodu spontanog emulgiranja i metodu inverzije
faza. Kljucna karakteristika ovih metoda je koriStenje kemijske energije pohranjene u
pomo¢énim tvarima formulacije za stvaranje kapljica vrlo malih prosje¢nih veli¢ina. Medutim,
izbor ulja i PAT prikladnih za izradu nanoemulzija ovim metodama vrlo je ogranien, a
mogucnosti uvecanja navedenih metoda na industrijsko mjerilo jos su uvijek nedovoljno

istrazene (Singh i sur., 2017).

1.3.3. Stabilnost nanoemulzija

Bas poput klasi¢énih makroemulzija, nanoemulzije su termodinamicki nestabilni sustavi jer je
potrebno uloziti energiju za njihov nastanak. Ipak, rezultat priprave nanoemulzija nakon utroska
velike koli¢ine energije jesu kapljice nanometarskih dimenzija. Time se kod nanoemulzija
osiguravaju usporeni procesi destabilizacije, $to ih razlikuje od klasi¢énih makroemulzija
(JuriSi¢ Dukovski, 2021). Nakon izvjesnog vremena, nanoemulzije ¢e se raspasti zbog
djelovanja razli¢itih destabilizacijskih mehanizama: Ostwaldovog zrenja, flokulacije, vrhnjenja
ili sedimentacije i koalescencije od kojih je najznacajnije Ostwaldovo zrenje. Pojam
,mikroemulzije*“ cesto se u literaturi neispravno koristi umjesto pojma ,nanoemulzije” (i

obrnuto), sto je vjerojatno posljedica slicnosti formulacijskih te makroskopskih i molekularnih
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aspekata nanoemulzija i mikroemulzija (Anton i Vandamme, 2011). Medutim, mikroemulzije
sadrze vece udjele PAT (10-40 %), ¢ime je omogucen njihov spontani nastanak, odnosno
termodinamicka stabilnost (Hegde i sur., 2013). Termodinamicka stabilnost mikroemulzija
znac¢i da su one osjetljive na promjenu temperature i sastava, stoga razrjedivanje mikroemulzija
vodom dovodi do promjene veli¢ina kapljica te u kona¢nici do njihovog raspada. Za razliku od
toga, kineticki stabilne nanoemulzije moguce je razrjedivati vodom bez utjecaja na veli¢inu
kapljica i stabilnost. Moguénost razrjedivanja nanoemulzija vodom vazno je svojstvo kod
priprave nanoemulzija za oftalmicku ili parenteralnu primjenu prilikom kojih ¢e do¢i do
razrjedivanja formulacije suzama ili plazmom. Jo§ jedna znadajna razlika izmedu
mikroemulzija i nanoemulzija se ocituje u tome Sto redoslijed dodavanja sastojaka ni na koji
naCin ne utje¢e na konacan izgled i svojstva mikroemulzija, dok je redoslijed dodavanja
sastojaka presudan za izradu kineticki stabilnih nanoemulzija. (Anton i Vandamme, 2011;
Juri$i¢ Dukovski, 2021).

1.4. In situ gelirajuéi oftalmicki sustavi

In situ gelirajuéi sustavi jedni su od inovativnih tehnoloskih platformi za dostavu djelatnih tvari
na povrSinu oka (Destruel i sur., 2020). To su viskozne tekucine koje, izlozene odredenim
fizioloSkim uvjetima na povrSini oka, prelaze u gel omogucujuéi produljeno vrijeme
zadrzavanja pripravka. Fazni prijelaz u gel potaknut je temperaturom, pH vrijednos¢u ili
ionskim sastavom mjesta primjene. Pomo¢ne tvari koje omogucuju fazni prijelaz su razliciti
polimeri osjetljivi na promjenu temperature (npr. poloksameri), promjenu pH (npr. karbomer)
ili polimeri osjetljivi na prisutnost odredenih elektrolita (npr. gelan guma, alginati) (Almeida i
sur., 2014).

In situ geliraju¢i sustavi predstavljaju vrlo prikladan i unosan pristup isporuci lijekova
povezujuci konvencionalan i moderan naéin oftalmicke primjene. Ukapavanje formulacije u
teku¢em obliku (u obliku kapi za oko) omogucéuje pacijentu jednostavnu, sigurnu i
reproducibilnu primjenu. Stovise, priprema i proizvodnja sterilnih tekuéih formulacija na
industrijskoj razini jednostavnija je u usporedbi s ¢vrstim i polu¢vrstim oblicima (Agrawal i
sur., 2012).
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1.5. Gelan guma

Gelan guma je linearni, anionski heteropolisaharid ¢iju okosnicu ¢ine medusobno povezane -
D-glukoza, p-D-glukuronska kiselina i a-L-ramnoza u molarnom omjeru 2 : 1 : 1 stvarajuci
tako tetrasaharidnu ponavljajucu jedinicu. Izlu¢uje ju mikroorganizam Sphingomonas elodea,
a Unato¢ svom mikrobnom podrijetlu gelan guma je sigurna i u¢inkovita $to rezultira njenom
raSirenom primjenom u razli¢itim industrijama. Prikladna je za oftalmicku primjenu
zahvaljujuci sv0joj netoksi¢nosti, neiritabilnosti, mogucnosti jednostavne primjene i reoloskim
karakteristikama (Bhalerao i sur., 2019; Oliveira i sur., 2010). O prikladnosti gelan gume kao
pomocne tvari za oftalmicku primjenu govori 1 ¢injenica da na trzistu ve¢ postoje odobrene kapi
za oko s gelan gumom. Timoptic-XE® su kapi za oko u obliku otopine s timololmaleatom koje
sadrze gelan gumu, a koriste se za lijeGenje poviSenog oc¢nog tlaka (Almeida i sur., 2014).
Gelan guma se takoder koristi 1 kao pomoc¢na tvar u istraZivanju i razvoju inovativnih
oftalmickih sustava za dostavu djelatnih tvari, poput kapi za oko s terbinafin hidrokloridom u
obliku nanoemulzije s gelan gumom za lijeCenje gljivicnog keratitisa (Tayel i sur., 2013).
Postoje dva tipa gelan gume: nativna, visokoacilirana (HA, engl. high acyl) gelan guma i
deacilirana (LA, engl. low acyl) gelan guma. Glavna razlika je u dvije acilne skupine koje su
kod HA gelan gume vezane za isti glukozni ostatak tetrasaharidne ponavljajuce jedinice: O-2-
glicerilna i O-5-acetilna skupina (BeMiller, 2019). Struktura HA i LA gelan gume prikazana je
slikom 2. Prilikom komercijalne proizvodnje, nativna gelan guma se izlaze alkalnom mediju
pri visokoj temperaturi $to rezultira deacilacijom i stvaranjem LA gelan gume (Morris i sur.,
2012). Deacilacija gelan gume ima znacajan utjecaj na reoloska svojstva nastalih gelova
(BeMiller, 2019). LA gelan guma stvara ¢vrste gelove, dok su za HA gelan gumu karakteristi¢ni
mekani i elasti¢ni gelovi. Uzrok razli¢itih svojstava stvorenih gelova proizlazi iz strukutre gelan
gume iz kojih nastaju. Prisutnost acilnih skupina kod HA gelan gume ograni¢ava agregaciju
uzvojnica i rezultira stvaranjem mekanih gelova; uklanjanjem acilnih skupina (LA gelan guma)
omogucena je agregacija dvostrukih uzvojnica i stvaranje ¢vrstih gelova (Sworn, 2009). Fazni
prijelaz gelan gume iz tekucine u gel potaknut je prisutnos$cu razli¢itih kationa (Almeida i sur.,
2014).
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Slika 2. Struktura HA i LA gelan gume (preuzeto i prilagodeno prema Gomes i sur., 2023)

Mehanizam geliranja je proces koji obuhvaca nekoliko koraka tijekom kojih molekule gelan

gume prelaze iz nausmi¢no zavijene strukture klupka (engl. coil) u uredenu strukturu dvostruke

uzvojnice (engl. double helix). Prvi korak je otapanje polimera u otopini zagrijanoj na oko 80°C,

nakon ¢ega je polimer u nasumi¢nom obliku klupka. Slijedi proces hladenja otopine te stvaranja

van der Waalsovih sila i vodikovih veza unutar nasumi¢nog klupka, pri ¢emu se dogada

reverzibilni prijelaz strukture klupka u strukturu dvostruke uzvojnice (engl. coil to helix

transition) (Oliveira i sur., 2010; Gomes i sur., 2023). Medutim, kod niZih koncentracija gelan

gume formiranje uredene strukture heliksa ne rezultira nuzno nastajanjem gela jer ne dolazi do

dostatne interakcije izmedu otopljenih molekula gelan gume i stvaranja kontinuirane
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trodimenzionalne mreze, a glavni uzrok tome su bo¢ne negativno nabijene karboksilne skupine
izmedu kojih dolazi do elektrostatskih odbijanja (Oliveira i sur., 2010). Prisutnost kationa
omogucuje smanjenje elektrostatskih odbijanja i omogucuje agregaciju dvostrukih uzvojnica u
stabilnu, mrezastu strukturu gela (Gomes i sur., 2023). Slika 3. prikazuje proces geliranja gelan
gume.

Elektroliti suzne tekuéine, posebno Na* Ca®" i Mg?*, prikladni su za geliranje gelan gume.
Interakcije kationa prisutnih u suznoj tekucini i negativno nabijenih polisaharida potice
umrezavanje strukture ¢ime se poboljSava vrijeme zadrzavanja i bioraspolozivost formulacija
za oftalmicku primjenu (Almeida i sur., 2014). Svojstva geliranja ovise i o vrsti kationa u ¢ijoj
prisutnosti nastaju gelovi; dvovalentni kationi uéinkovitije poti¢u geliranje gelan gume u
odnosu na monovalentne katione. Geliranje u prisutnosti monovalentnih kationa rezultat je
smanjenja elektrostatskih odbijanja izmedu ioniziranih karboksilnih skupina gelan gume,
jednako kao i u prisutnosti dvovalentnih kationa. Razlog u¢inkovitijeg geliranja dvovalentnim
kationima je stvaranje kemijskih veza izmedu kationa 1 dvije karboksilne skupine gelan gume

koje pripadaju glukuronskoj kiselini (Oliveira i sur., 2010).

hladenje dodatak kationa

Prijelaz iz strukture klupka u Prijelaz u gel - agregacija

strukturu dvostruke uzvojnice @/\r dvostrukih uzvojnica

Slika 3. Mehanizam geliranja gelan gume (preuzeto i prilagodeno prema Gomes i sur., 2023.)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

U suvremenom drustvu, bolest suhog oka predstavlja sve veci zdravstveni izazov §to zahtijeva
temeljitije razumijevanje uzroka, mehanizama nastanka bolesti i terapijskih strategija. Rastuéi
problem bolesti suhog oka moze se pripisati brojnim ¢imbenicima, uklju¢ujuéi poveéanu
uporabu digitalnih uredaja, okolisne ¢imbenike i starenje populacije. Oko je, anatomski i
fizioloski, jedinstven i kompleksan organ zbog ¢ega je postizanje zadovoljavajuce
bioraspolozivosti topikalnih farmaceutskih oblika slozen izazov. Suzenje oka, treptanje i
nazolakrimalna drenaza su u¢inkoviti obrambeni mehanizmi koji Stite oko od stranih Cestica,
ali istovremeno predstavljaju fizioloSka ograni¢enja za konvencionalne oblike kapi za oko kao
Sto su otopine ili suspenzije (Almeida i sur., 2014).

Nanoemulzije su terapijski sustavi koji predstavljaju napredak u lijeCenju bolesti suhog oka
budu¢i da omogucuju produljeno zadrZzavanje na povrSini oka zbog interakcije uljne faze s
lipidnim slojem suznog filma te uc¢inkovito stabiliziraju suzni film ¢ija je homeostaza naruSena
kod bolesti suhog oka.

In situ geliraju¢i oftalmicki sustavi omogucuju produljeno vrijeme zadrzavanja pripravka na
mjestu primjene zahvaljuju¢i karakteristicnom sol-gel faznom prijelazu. Fazni prijelaz iz
tekuc¢ine u gel moze biti potaknut temperaturom, pH-vrijedno$¢u 1 prisutnos¢u odredenih
elektrolita na mjestu primjene. Klju¢na prednost takvih sustava kao oblika za oftalmicku
primjenu je upravo precizno i jednostavno doziranje zahvaljuju¢i tekucoj konzistenciji
formulacije te produljeno zadrzavanje na mjestu primjene KoriStenjem intrinzi¢nih svojstava
povrsine oka kao poticaja za fazni prijelaz tekuc¢e formulacije u gel (Destruel i sur., 2020).
Gelan guma je vrsta polimera ¢iji je fazni prijelaz u gel potaknut prisutnoséu razli¢itih
elektrolita. Interakcija kationa prisutnih u suznoj tekuéini ( Na*, Ca®**, Mg®") s negativno
nabijenim skupinama polisaharida rezultira stvaranjem kontinuirane mrezaste strukture gela
koja omogucuje produljeno zadrzavanje formulacije na povrSini oka i, posljedi¢no, vecu
bioraspolozivost primijenjene djelatne tvari (Gomes i sur., 2023).

Spoj nanoemulzije s in situ geliraju¢im sustavom predstavlja inovativni formulacijski pristup u
kojem su sjedinjene prednosti nanoemulzije (nadoknada svih komponenata suznog filma) i gela
(produljeno zadrzavanje na povrSini oka), a istovremeno je izbjegnuta nereproducibilnost

doziranja gelova.
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Cilj ovog diplomskog rada bio je pripraviti in situ geliraju¢e oftalmicke nanoemulzije s gelan
gumom kao gelirajucim polimerom i ispitati njihova fizikalno-kemijska i reoloska svojstva, kao
i njihovu stabilnost.
Specifiéni ciljevi ovog diplomskog rada bili su:
o pripremiti in situ gelirajuce oftalmi¢ke nanoemulzije s razli¢itim koncentracijama gelan
gume koristeé¢i visokoenergetsku metodu mikrofluidizacije
o odrediti fizikalno-kemijska svojstva nanoemulzija ukljucujuci veli¢inu kapljica, indeks
polidisperznosti (engl. polydispersity index, PDI) zeta potencijal, pH i osmolalnost
o ispitati reoloSka svojstva nanoemulzija s razli¢itim koncentracijama gelan gume
o ispitati stabilnost pripremljenih nanoemulzija nakon 14 dana cuvanja pri sobnoj

temperaturi.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

Prilikom izrade nanoemulzija koristeni su Miglyol 812 (Fagron Hrvatska d.o.0., D. Zelina,
Hrvatska), Lecitin S45 (Lipoid, Ludwigshafen, Njemacka), Kolliphor EL (BASF,
Ludwigshafen, Njemacka), glicerol (Fagron Hrvatska d.o.o., D. Zelina, Hrvatska), Phytagel —

gelan guma (Sigma-Aldrich Chemie, GmbH, Taufkirchen, Njemacka) i pro¢i§¢ena voda.

Za izradu umjetne suzne tekucine (engl. Artificial Tear Solution, ATS) koriSten je natrijev
klorid (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska), kalijev klorid (Gram-Mol d.o.0., Zagreb,
Hrvatska), natrijev citrat dihidrat (T.T.T. d.0.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska), D(+)-glukoza
(Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska), urea (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska), kalcijev
klorid (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska), natrijev karbonat (Gram-Mol d.o.0., Zagreb,
Hrvatska), kalijev hidrogenkarbonat (BDH Prolabo, Manchester, Ujedinjeno Kraljevstvo),
natrijev hidrogenfosfat dihidrat (Fluka Chemie AG, Buchs, Svicarska), klorovodi¢na kiselina

(10 M; Panreac Quimica S.A.U., Barcelona, Spanjolska) i pro¢i§éena voda.

3.2. Metode

3.2.1. Priprava nanoemulzija

Priprava nanoemulzija sastoji se od nekoliko koraka. Prvi korak je priprema uljne faze koja se
sastoji od otapanja lecitina S45 u Miglyol-u 812 koriStenjem magnetske mijesalice (2 mag MI1X
15 eco AG, Miinchen, Njemacka), pri 700 okretaja u minuti (engl. revolutions per minute, rpm)
na sobnoj temperaturi. Zbog dugotrajnosti postupka otapanja, uljna je faza ostavljena na
mijesalici do idu¢eg dana. Nakon pripreme uljne faze pripremljena je 1%-tna vodena otopina
gelan gume otapanjem odgovarajuce koli¢ine gelan gume u procis¢enoj vodi, uz mijesanje pri
900 rpm na magnetskoj mijesalici, pri temperaturi od 85°C tijekom 20 minuta. Uslijedilo je
otapanje Kolliphora EL i glicerola u proc¢is¢enoj vodi, a zatim je u otopinu dodana i odredena
koli¢ina 1%-tne otopine gelan gume, kako bi kona¢ni udio gelan gume u formulacijama iznosio
0,05%, 0,1%, 0,2% i 0,4% (m/m). Tako pripravljena vodena faza zatim je izmijeSana na
magnetskoj mjesalici pri 700 rpm 10 minuta. Na kraju je uljna faza dodana u vodenu fazu, a
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zatim su formulacije izmijeSane na magnetskoj mijesalici pri 900 rpm tijekom 10 minuta. To¢an
sastav formulacija prikazan je u Tablici 1. Sve formulacije su radene u duplikatu. Idu¢i korak
bio je mijeSanje pomoéu visokoturazne mijesalice (T18 digital Ultra Turrax®, IKA®-Werke
GmbH & Co, Njemacka) u trajanju od 5 minuta pri 15000 rpm. Posljednji korak je obrada
dobivenih mlije¢no bijelih grubih emulzija na mikrofluidizatoru (LM20 Microfluidizer®,
Microfluidics, Newton Massachusetts, SAD) pri 1000 bara, u 10 ciklusa. Time zavrSava

priprema homogenih nanoemulzija.

Tablica 1. Sastav izradenih nanoemulzija

| Miglyol 812 | Lecitins4s | Kolliphor EL | Glicerol | FProfifema o\ 1 quma
Formulaciia | “o " m | (@6, mim) (%, mim) | (9, m/m) voda (%, m/m)
' ’ ’ ' (%, m/m) '

N 2,5 0,05 0,25 2,5 94,70 0,00
NG1 2,5 0,05 0,25 2,5 94,65 0,05
NG2 2,5 0,05 0,25 2,5 94,60 0,10
NG3 2,5 0,05 0,25 2,5 94,50 0,20
NG4 2,5 0,05 0,25 2,5 94,30 0,40

3.2.2. Ispitivanje fizikalno-kemijskih svojstava nanoemulzija

3.2.2.1. Mjerenje veli¢ine kapljica i indeksa polidisperznosti

Nanoemulzije su prije mjerenja veli¢ine kapljica 1 indeksa polidisperznosti razrijedene
proc¢is¢enom vodom prethodno filtriranom kroz membranski filter od polietersulfona, veli¢ine
pora 0,45 pm (Chromafil® Xtra PES-45/25, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren,
Njemacka). Za mjerenje veli¢ine kapljica i indeksa polidisperznosti koristen je uredaj Zetasizer
Ultra (Malvern Instruments, Malvern, Ujedinjeno Kraljevstvo) koji djeluje na principu tehnike
dinamikog rasprSivanja svjetlosti (engl. Dynamic Light Scattering, DLS). Mijerenja su
provedena pri 25°C i kutu detekcije od 174,7°, koriStenjem jednokratnih Kiveta od polistirena
dimenzija 10x10x45 mm (Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Njemacka). Mjerenja su radena
u triplikatu.
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3.2.2.2. Mjerenje zeta potencijala

Zeta potencijal nanoemulzija izmjeren je na uredaju Zetasizer Ultra pri 25°C. Prije mjerenja
zeta potencijala uzorci nanoemulzija su razrijedeni pro¢is¢éenom vodom prethodno filtriranom
kroz membranski filter od polietersulfona, veli¢ine pora 0,45 um (Chromafil® Xtra PES-45/25,
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Njemacka). Posebne kivete za mjerenje zeta
potencijala, Folded Capillary Zeta Cell, DTS1070 (Malvern Instruments, Malvern, Ujedinjeno
Kraljevstvo), prije mjerenja su isprane etanolom, a potom i pro¢is¢enom vodom. Mjerenja su

radena u triplikatu.

3.2.2.3. Mjerenje pH vrijednosti

Mijerenje pH vrijednosti nanoemulzija je provedeno pomo¢u uredaja Seven Multi pH/conducto-
meter (Mettler Toledo, Columbus, Ohio, SAD) pri 25°C, izravnim uranjanjem pH elektrode u
mjerenu formulaciju. Prije poCetka mjerenja, uredaj je kalibriran uranjanjem elektrode u 3
otopine pufera razlicitih pH vrijednosti. Elektroda je isprana destiliranom vodom nakon

kalibracije te se nakon toga pristupilo mjerenju pH vrijednosti pripravljenih nanoemulzija.

3.2.2.4. Mjerenje osmolalnosti

Osmolalnost nanoemulzija izmjerena je metodom snizenja temperature ledista pomocu uredaja
OsmoTECH® Single-Sample  Micro-Osmometer (Advanced Instruments, Norwood,
Massachusetts, SAD).

3.2.3. Mjerenje viskoznosti nanoemulzija

Viskoznost nanoemulzija izmjerena je rotacijskim testom pomocu uredaja Modular Compact
Rheometer (MCR) 102 (Anton Paar, Graz, Austrija) koji je spojen s osobnim racunalom, a
podaci su obradeni i analizirani preko RheoCompass' softvera. Koristeno gornje mjerno tijelo
uredaja je stozac-ploca (engl. cone-plate) CP 50-1, promjera 50 mm i nagiba 1°. Uvjeti pod
kojima je mjerenje provedeno su: raspon brzina smicanja 1-100 s, udaljenost izmedu gornjeg

i donjeg mjernog tijela 0,102 mm, temperatura mjerenja 25°C i vrijeme proteklo izmedu
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stavljanja uzorka na donje mjerno tijelo i spustanja mjernog tijela u mjerni polozaj te pocetka

mjerenja 60 s.

3.2.4. Mjerenje viskoznosti nanoemulzija nakon mije$anja s umjetnom suznom
tekucinom

ATS je pripremljen otapanjem soli, glukoze i ureje u proc¢iséenoj vodi (Lorentz, 2011), a toc¢an
sastav je prikazan u Tablici 2. ATS-u je pomoc¢u pH-metra (Seven Multi pH/conducto-meter,
Mettler Toledo, Columbus, Ohio, SAD) izmjeren pH 6,5. Uslijedilo je termostatiranje umjetne
suzne tekuéine pri 34°C u orbitalnoj tresilici (Environmental Shaker — Incubator ES-20/60,
Biosan, Latvia), uz mijeSanje brzinom od 350 rpm. Ukupni volumen pojedinog uzorka
nanoemulzije pomijesane s ATS-om iznosio je 4,0 ml: 3,125 ml nanoemulzije i 0,875 ml ATS-
a. Kako omjer prosje¢nog volumena kapi za oko i prosje¢nog volumena suznog filma iznosi
25:7 (Carlfors i sur., 1998) tako su uzorci nanoemulzija i umjetne suzne tekuéine pomijesani u
navedenom volumnom omjeru na nacin da je uzorak nanoemulzije sobne temperature
(uobiCajena temperatura ¢uvanja kapi za oko) dodan u odgovarajuci volumen ATS-a zagrijanog
na 34 °C (prosje¢na temperatura povrsine oka) (Gugleva i sur., 2020). Nakon toga smjesa je
ostavljena 1 minutu u inkubatoru (34 °C, 350 rpm, zatim je provedeno mjerenje viskoznosti
rotacijskim testom na reometru. KoriSteno gornje mjerno tijelo uredaja je stozac-ploca (engl.
cone-plate) CP 50-1, promjera 50 mm i nagiba 1°. Uvjeti pod kojima je mjerenje provedeno su:
raspon brzina smicanja 1-100 s, udaljenost izmedu gornjeg i donjeg mjernog tijela 0,102 mm,
temperatura mjerenja 34°C i vrijeme proteklo izmedu stavljanja uzorka na donje mjerno tijelo

1 spustanja mjernog tijela u mjerni poloZzaj te pocetka mjerenja 60 s.
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Tablica 2. Sastav umjetne suzne tekuéine

Sastavnica Koncentracija (g/L)
Natrijev klorid 5,26
Kalijev klorid 1,19
Natrijev citrat dihidrat 0,44
Glukoza, bezvodna 0,04
Urea 0,07
Kalcijev klorid 0,06
Natrijev karbonat 1,27
Kalijev hidrogenkarbonat 0,30
Natrijev hidrogenfosfat dihidrat 4,27
Klorovodic¢na kiselina (37% = 10M) 0,44

3.2.5. Test promjene amplitude

Test promjene amplitude (engl. Amplitude sweep test) ubraja se u oscilacijske testove ovisnosti
modula pohrane (G') i modula gubitka (G") ispitivane formulacije o smi¢noj deformaciji
(amplitudi) (www.anton-paar.com). Mijerenje je provedeno nakon mijeSanja uzorka
nanoemulzije s ATS-om u omjeru objasnjenom u poglavlju 3.2.4. KoriSteno gornje mjerno
tijelo je PP50 (engl. parallel plate) promjera 50 mm, a njegova je udaljenost od donjeg mjernog
tijela postavljena na 0,50 mm. Test je proveden na temperaturi od 34°C, pri rasponu amplituda
od 0,1 do 100% i konstantnoj frekvenciji 10 s*. Cilj ovog testa je utvrditi dolazi li do geliranja

uzorka nanoemulzije nakon mijeSanja s ATS-om.

3.2.6. Ispitivanje stabilnosti nanoemulzija

U svrhu ispitivanja stabilnosti pripremljenim nanoemulzijama su ponovno izmjerene veli¢ine
kapljica, indeks polidisperznosti, zeta potencijal i pH vrijednost 14 dana nakon njihove izrade

1 cuvanja pri sobnoj temperaturi.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Priprema i karakterizacija in situ gelirajucih oftalmi¢kih nanoemulzija

U ovom diplomskom radu za izradu nanoemulzija koriStene su sljede¢e pomocne tvari:
proc¢is¢ena voda kao vodena faza, Miglyol 812® (smjesa srednjelancanih triglicerida) kao uljna
faza, lecitin (smjesa fosfolipida i slobodnih masnih kiselina) kao negativno nabijena povrsinski
aktivna tvar, Kolliphor EL® kao neionska povrSinski aktivna tvar, glicerol kao sredstvo za

1zotonizaciju te gelan guma kao polimer koji djeluje kao reoloSki modifikator nanoemulzija.

Nanoemulzije su pripravljene visokoenergetskom metodom mikrofludizacije ¢emu je
prethodilo stvaranje grubih emulzija mijeSanjem uljne 1 vodene faze pomocu visokoturazne
mijesalice. Mikrofluidizacija je postupak koji uklju¢uje dovodenje grube emulzije u
interakcijsku komoru mikrofluidizatora gdje se emulzija dijeli na dva razli¢ita protoka koji se
medusobno sudaraju velikom brzinom. Kao rezultat sudara dvaju protoka, stvaraju se razliite
razorne sile (smi¢no naprezanje, kavitacija) koje su iznimno u¢inkovite u stvaranju veliine
kapljica karakteristicnih za nanoemulzije (Uluata 1 sur., 2016). Veli¢ina kapljica nanoemulzije
ovisi 0 primijenjenom tlaku, broju prolaza kroz interakcijsku komoru (ciklusa) te sastavu
formulacije (Gawin-Mikotajewicz i sur., 2021). Kombinacija ovih faktora omogucuje
postizanje Zeljene veli¢ine kapljica i homogenosti nanoemulzija. Princip rada mikrofluidizatora

prikazan je Slikom 4.
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Spremnik za uzorak -
gruba emulzija

—{] | B

1

Tlak do 3500 bara

Slika 4. Princip rada mikrofluidizatora (preuzeto i prilagodeno prema Gawin-Mikotajewicz i
sur. 2021)

Nakon mikrofluidizacije pripravljene nanoemulzije su mlijeCno-bijele boje 1 tekuce
konzistencije. Nije primije¢eno odvajanje faza. Uslijedila je fizikalno-kemijska karakterizacija
dobivenih nanoemulzija uklju¢uju¢i mjerenje veli¢ine kapljica, PDI, zeta potencijala, pH,

osmolalnosti te viskoznosti. Rezultati mjerenja su prikazani u Tablici 3.

U ovom diplomskom radu prosje¢na veli¢ina kapljica nanoemulzija mjerena je DLS tehnikom
koja se temelji na Brownovom gibanju kapljica. Postupak obuhvaca osvjetljavanje uzorka
laserom pri ¢emu se svjetlost rasprSuje na kapljicama unutarnje faze nanoemulzije pod
razli¢itim kutevima, ovisno o dimenzijama kapljica. S obzirom na to da manje kapljice
demonstriraju vecu brzinu Brownovog gibanja u otopini, rezultiraju¢a fluktuacija intenziteta
rasprSene svjetlosti bit ¢e veca u usporedbi s kapljicama vecih dimenzija (Juri§i¢ Dukovski,
2021). Razrjedivanjem uzoraka smanjuju se moguce interferencije rasprsene svjetlosti, kao i
moguce interferencije pomo¢nih tvari u formulaciji te se poboljSava reproducibilnost rezultata
(Petrochenko i sur., 2018). Rezultati se prikazuju kao prosje¢na veli¢ina kapljica (engl. Z-
Average, Z-Ave) i PDI. PDI je mjera homogenosti disperzije, tj. mjera raspodjele veliina
kapljica unutarnje faze oko srednje vrijednosti. PDI moZe imati vrijednost izmedu 0 i 1, gdje O
predstavlja potpuno monodisperzan sustav, a njegovim povecanjem 1 pribliZavanjem
vrijednosti 1 smanjuje se homogenost sustava (Petrochenko i sur., 2018). Prosjecna veli¢ina

kapljica svih nanoemulzija s gelan gumom nalazi se u rasponu od 141,1 nmdo 172,9 nm. Kao
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Sto je prosjecna veli¢ina kapljica vec¢a s ve¢im udjelom gelan gume, tako i PDI raste od 0,108
do 0,222. Ipak, izmjerene PDI vrijednosti ukazuju na ujednacenost veli¢ina kapljica izradenih
nanoemulzija. Za razliku od nanoemulzija s gelan gumom, kontrolna nanoemulzija bez gelan

gume ima malo manju prosje¢nu veli¢inu kapljica (138,2 nm) te manju vrijednost PDI (0,079).

Zeta potencijal nanoemulzija mjeren je tehnikom elektroforetskog rasprsivanja svjetlosti, koja
je ujedno i najéesée koristena tehnika. Zeta potencijal se ne moze mjeriti izravno, ve¢ se izvodi
iz elektroforetske pokretljivosti nabijenih kapljica uzorka nanoemulzije preko Henryjeve
jednadzbe. Primjenom elektri¢nog polja na uzorak nanoemulzije dolazi do gibanja nabijenih
kapljica prema suprotno nabijenoj elektrodi brzinom ovisnom o naboju &estice. Sto je veéi
naboj, jace su elektrostatske sile i, posljedi¢no, veéa je brzina gibanja kapljica prema elektrodi.
Tehnika elektroforetskog rasprSenja svjetlosti ukljucuje obasjavanje kapljica nanoemulzije u
elektricnom polju laserom i mjerenje razlike frekvencija izvorne i rasprSene zrake lasera koja
je proporcionalna brzini kapljica (Bhattacharjee, 2016; Juri§i¢ Dukovski, 2021). Rezultati
mjerenja prikazani u Tablici 3 pokazali su da su vrijednosti zeta potencijala nanoemulzija s
gelan gumom u rasponu od -33,0 do -44,9 mV §to ukazuje na to da kapljice unutarnje faze na
svojoj povrsini nose negativan naboj. Zeta potencijal kontrolne nanoemulzije bez gelan gume
takoder je negativan (-29,1 mV). Ovakav je rezultat o¢ekivan, s obzirom na to da je kao jedna
od PAT koristen lecitin s velikim udjelom negativno nabijenih slobodnih masnih kiselina
(JuriSi¢ Dukovski, 2021). Medutim, primije¢ene su negativnije vrijednosti zeta potencijala kod
nanoemulzija s ve¢im udjelom gelan gume (formulacije NG3 i NG4), sto ukazuje na mogucu
interakciju negativno nabijenih molekula gelan gume s povr§inom uljnih kapljica nanoemulzije.
Takoder, rezultati zeta potencijala ukazuju i na to da su pripravljene formulacije stabilne.
Sustavi s apsolutnom vrijedno$¢éu zeta potencijala od priblizno 60 mV smatraju se vrlo
stabilnima, dok oni s apsolutnom vrijednoséu izmedu 20 i 30 mV imaju zadovoljavajucu
stabilnost zahvaljujuci elektrostatskim odbojnim silama izmedu kapljica/Cestica unutarnje faze

(Rai isur., 2018).

Odredivanje pH-vrijednosti vazan je aspekt u postizanju uc¢inkovitih i stabilnih nanoemulzija
¢iji je iritacijski potencijal sveden na minimum na nacin da je pH formulacije u skladu s pH
suznog filma koji je u rasponu od 6,8 do 8,2 (JuriSi¢ Dukovski, 2021). Medutim, zahvaljujuci
velikom puferskom kapacitetu suza, zdravo oko moze tolerirati formulacije Sirokog raspona
pH, od 4 do 8 (Gawin-Mikolajewicz i sur., 2021). Tocan utjecaj bolesti suhog oka na puferski

kapacitet suza jo§ nije utvrden, no neka istraZivanja ukazuju na pomak prema viSim pH
23



vrijednostima suznog filma (Juri§i¢ Dukovski, 2021). Nanoemulzijama s gelan gumom
pripravljenim u sklopu ovog diplomskog rada izmjerene su pH vrijednosti od 6,06 do 6,18
(Tablica 3), sto ukazuje na njihovu prikladnost za primjenu na oko. Kontrolnoj nanoemulziji
bez gelan gume izmjerena je nesto visa pH vrijednost (6,68), stoga je mogucée zakljuciti da je
dodatak gelan gume u formulaciju uzrokovao blagi pad pH vrijednosti. Pad pH vrijednosti
vjerojatno je posljedica disocijacije slobodnih karboksilnih skupina gelan gume (pKa ~ 3,5)
(Cassanelli i sur., 2018).

Fizioloska osmolalnost suznog filma krece se izmedu 270 i 315 mOsm/kg, no oko podnosi puno
Siri raspon vrijednosti od fizioloSkog (Willcox i sur., 2017). Prema Liu i sur., (2009), senzorni
neuroni roznice reagiraju na vrijednosti osmolalnosti ve¢e od 450 mOsm/kg Sto znaci da
oftalmicki pripravci koji imaju osmolalnost ve¢u od 450 mOsm/kg mogu izazvati osjecaj
nelagode kod pacijenta. Prema rezultatima mjerenja osmolalnosti prikazanim u Tablici 3, sve
formulacije imaju osmolalnost prikladnu za oftalmicku primjenu (~ 300 mOsm/kg). Takoder, S
obzirom na rastu¢i udio gelan gume u formulacijama, zakljucak koji proizlazi iz dobivenih

rezultata je da sama gelan guma nema znacajnu osmotsku aktivnost.

Viskoznost je mjera otpora tekuéine teCenju — mjera unutarnjeg trenja tekucine i predstavlja
vazno svojstvo u funkcionalnosti i u¢inkovitosti formulacija za oftalmi¢ku primjenu (Acharya
i sur., 2018). Kod in situ geliraju¢ih nanoemulzija potrebno je posti¢i dovoljno nisku viskoznost
formulacije koja je prikladna za njihovo jednostavno ukapavanje u oko, ali i povecéanje
viskoznosti (nastajanje gela) neposredno nakon primjene koje ¢e omoguéiti produljeno vrijeme
zadrZzavanja nanoemulzije na oku. Viskoznost pripravljenih formulacija u rasponu je vrijednosti
od 1,1 do 7,1 mPas §to je u skladu s fizioloskim vrijednostima viskoznosti suznog filma (1-9
mPas) (Juri§i¢ Dukovski, 2021). Nadalje, viskoznost se povecava sukladno povecavanju
koncentracije gelan gume u formulacijama $to je u skladu s predvidanjima i rezultat je sve
brojnijih interakcija polimernih lanaca u formulacijama s ve¢im koncentracijama gelan gume

(Salunke i Patil, 2016).
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Tablica 3. Fizikalno-kemijska svojstva nanoemulzija s rastu¢im udjelom gelan gume (NG1-NG4) te
kontrolne nanoemulzije bez gelan gume (N). Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost +

standardna devijacija (n=2)

Formulacija

NG1

NG2

NG3

NG4

Udio gelan
gume (%,
m/m)

0

0,05

0,1

0,2

0,4

Veli¢ina

kapljica (nm)

138,2+1,6

141,1£1,6

141,0+1,6

160,9+4,5

172,9+6,9

PDI

0,079+0,018

0,108+0,015

0,135+0,016

0,216+0,008

0,222+0,033

Zeta-potencijal
(mV)

-29,1+0,8

-33,0+0,9

-32,9+0,9

-44,042,3

-44,9+1,2

pH

6,68+0,11

6,060

6,100

6,08+0

6,18+0

Osmolalnost
(mOsm/kg)

288,54,

301,544,

298+0

299+0

300+1,4

5

5

25

Viskoznost

(mPas)

1,1+0,03

1,5+0,02

1,7+0,02

2,2+0,03

7,1+0,80



4.2. Krivulja viskoznosti nanoemulzija prije i nakon mijeSanja s umjetnom
suznom tekué¢inom

Krivulje viskoznosti nanoemulzija su odredene pri 25 °C (uobi¢ajena temperatura cuvanja kapi
za 0ko) pomocu rotacijskog testa na reometru i prikazuju ovisnost viskoznosti pojedinog uzorka
0 brzini smicanja. Newtonovi sustavi pokazuju linearnu ovisnost viskoznosti o brzini smicanja,
dok kod ne-Newtonovih sustava ovisnost viskoznosti o brzini smicanja nije linearan. Razlikuju
se plasti¢ni, pseudoplasti¢ni i dilatatni ne-Newtonovi sustavi (Acharya i sur., 2018). Slika 5
prikazuje krivulju viskoznosti svih formulacija prije mijeSanja s ATS-om na temelju Cega
zaklju¢ujemo da su formulacije s ve¢im udjelima gelan gume viskoznije. Viskoznost kontrolne
formulacije bez gelan gume (N) je priblizno 1 mPa-s, dok su viskoznosti NG1-NG4 formulacija
u rasponu od 1,5 do 7,1 mPa-s §to je prikladno za oftalmicku primjenu. Takoder, na temelju
dobivenih rezultata moguce je zakljuciti da se kontrolna nanoemulzija N te nanoemulzije NGI1,
NG2 1 NG3 ponasaju kao Newtonovi sustavi, dok se nanoemulzija NG4 s najve¢im udjelom
gelan gume ponasa kao ne-Newtonov pseudoplasticni sustav. Pseudoplasticno ponasanje
vodenih otopina polimera poznato je iz literature te je pozeljno svojstvo kapi za oko jer nakon
primjene viskoznost pseudoplasti¢ne formulacije pada tijekom treptaja, §to omogucuje
nesmetano klizenje vjede po povrsSini oka, dok izmedu treptaja viskoznost formulacije raste, Sto
omogucuje njezino produljeno zadrZavanje na povrsini oka (Almeida i sur., 2014). Viskoznost
formulacije NG4 pri brzini smicanja od 20 s? bila je 7,2 mPa's te se s poveéanjem brzine
smicanja do 100 s smanjila na 4,35 mPa-s. Slike 6, 7, 8, 9 i 10 prikazuju usporedbu ovisnosti
viskoznosti nanoemulzija o brzini smicanja prije i nakon mijeSanja s ATS-om. Viskoznost
nanoemulzija nakon mijeSanja s ATS-om mjerena je pri 34 °C jer je to prosje¢na temperatra
povrsine oka (Gugleva i sur., 2020). Kod svih formulacija s gelan gumom (NG1-NG4) dolazi
do blagog poveéanja viskoznosti nakon mijesanja s ATS-om (Slika 7-10). Za razliku od toga,
kontrolna nanoemulzija N bez gelan gume nakon mijesanja s ATS-om nije pokazala nikakvu
promjenu u viskoznosti (Slika 6). Vece vrijednosti viskoznosti nakon mijeSanja s ATS-om su

rezultat interakcija gelan gume s kationima prisutnim u ATS-u (Reed i sur., 2016).
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Slika 5. Krivulje viskoznosti kontrolne nanoemulzije bez gelan gume (N) i nanoeumlzija s
rastu¢im udjelom gelan gume (NG1-NG4). Sva mjerenja su provedena u duplikatu.
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Slika 6. Krivulje viskoznosti kontrolne nanoemulzije bez gelan gume prije (N) i nakon
mijeSanja s ATS-om (N+ATS). Sva mjerenja su provedena u duplikatu.
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Slika 7. Krivulje viskoznosti nanoemulzije s najmanjim udjelom gelan gume (0,05%) prije
(NG1) i nakon mijesanja s ATS-om (NG1+ATS). Sva mjerenja su provedena u duplikatu.
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Slika 8. Krivulje viskoznosti nanoemulzije s 0,1% gelan gume prije (NG2) i nakon mijesanja
s ATS-om (NG2+ATS). Sva mjerenja su provedena u duplikatu.
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Slika 9.. Krivulje viskoznosti nanoemulzije s 0,2% gelan gume prije (NG3) i nakon mijesanja
s ATS-om (NG3+ATS). Sva mjerenja su provedena u duplikatu.
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Slika 10. Krivulje viskoznosti nanoemulzije s najve¢im udjelom gelan gume (0,4%) prije
(NG4) i nakon mijesanja s ATS-om (NG4+ATS). Sva mjerenja su provedena u duplikatu.
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4.3. Test promjene amplitude

Test promjene amplitude ubraja se u oscilacijske testove kod kojeg je frekvencija konstantna, a
sila djeluje oscilacijski na nacin da se naizmjeni¢no primjenjuje i obustavlja smicna sila na
mjerno tijelo (www.anton-paar.com). Rezultati testa promjene amplitude prikazuju se kao
ovisnost modula pohrane i modula gubitka o smi¢noj deformaciji (amplitudi). Za viskoelasti¢ne
sustave, modul pohrane (G") predstavlja unutarnju energiju sustava koja se obnavlja nakon
prestanka djelovanja sile na uzorak i ¢ini elastiénu komponentu sustava. Modul gubitka (G")
takoder predstavlja unutarnju energiju sustava, ali onu koja se pretvara u toplinsku energiju
sustava koju uzorak apsorbira — G" predstavlja viskoznu komponentu sustava (www.anton-
paar.com). Ako je kod nekog uzorka vrijednost G' veca od vrijednosti G", izrazeniji je elasti¢ni
karakter uzorka, stoga kazemo da se uzorak ponasa kao viskoelasti¢na krutina. Suprotno tome,
ukoliko je vrijednost G" ve¢a od vrijednosti G', kod uzorka prevladava viskozni karakter, stoga
kazemo da se uzorak ponasa kao viskoelasti¢na tekuc¢ina (Destruel i sur., 2020). Sukladno tome
formulacije koje su pripremljene u sklopu ovog diplomskog rada su u stanju viskoelasti¢ne
krutine, odnosno u stanju gela kada je nakon mije$anja s ATS-om njihova vrijednost G' veca
od vrijednosti G". Slike 11, 12, 13, 14 i 15 prikazuju rezultate testa promjene amplitude
pripravljenih formulacija nakon mije$anja s ATS-om. Prema dobivenim rezultatima, kod
kontrolne nanoemulzije bez gelan gume nije doslo do geliranja nakon mijesanja s ATS-om
(Slika 11). Takoder, kod nanoemulzija s nizim udjelima gelan gume (NG1 i NG2) nije doslo
do stvaranja gela (Slika 12 i Slika 13), a razlog izostanku geliranja su preniske koncentracije
gelan gume. Modul pohrane (G') ve¢i je od modula gubitka (G") kod formulacija NG3 i NG4,
tj. pri koncentracijama gelan gume 0,2 1 0,4% Sto znaci da su uspje$no gelirane nakon mijesanja
s ATS-om u fizioloski relevantnim uvjetima (Slika 14 i Slika 15). Udio gelan gume u NG3 i
NG4 formulacijama je dostatan za stvaranje znacajnih interakcija s kationima (Na*, K*, Ca®")
koji su prisutni u ATS-u $to rezultira agregacijom dvostrukih uzvojnica gelan gume i nastankom
gela. Monovalentni kationi prevladavaju u suznoj tekuéini te su istrazivanja pokazala da je
uloga Na* glavna u ostvarivanju interakcija s gelan gumom. lako dvovalentni kationi (Ca®*,
Mg?*) uinkovitije poticu geliranje gelan gume, njihov udio u suznoj tekuéini je znatno manji

od monovalentnih kationa zbog ¢ega je njihova uloga sporedna (Reed i sur., 2016).
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Slika 11. Ovisnost modula pohrane (G') i modula gubitka (G") kontrolne nanoemulzije (N)
bez gelan gume o smi¢noj deformaciji nakon mijeSanja s ATS-om pri temperaturi od 34°C.
Mijerenja su provedena u duplikatu.
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Slika 12. Ovisnost modula pohrane (G") i modula gubitka (G") nanoemulzije s najmanjim

udjelom gelan gume (0,05%; NG1) o smi¢noj deformaciji nakon mijesanja s ATS-om pri
temperaturi od 34°C. Mjerenja su provedena u duplikatu.
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Slika 13. Ovisnost modula pohrane (G") i modula gubitka (G") nanoemulzije s 0,1% gelan
gume (NG2) o smi¢noj deformaciji nakon mijeSanja s ATS-om pri temperaturi od 34°C.
Mijerenja su provedena u duplikatu.
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Slika 14. Ovisnost modula pohrane (G') i modula gubitka (G") nanoemulzije s 0,2% gelan
gume (NG3) o smi¢noj deformaciji nakon mijesanja s ATS-om pri temperaturi od 34°C.
Mijerenja su provedena u duplikatu.
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Slika 15. Ovisnost modula pohrane (G') i modula gubitka (G") nanoemulzije s najve¢im
udjelom gelan gume (0,4%; NG4) o smi¢noj deformaciji nakon mijesanja s ATS-om pri
temperaturi od 34°C. Mjerenja su provedena u duplikatu.

4.4, Stabilnost nanoemulzija

Nakon uspjesne izrade, nanoemulzije moraju zadrzati svoje fizikalno-kemijske karateristike
tijekom perioda ¢uvanja kako bi ostale stabilne. Vazno je provesti istrazivanja koja ¢e pruziti
temperaturu kao sto je to slucaj u sklopu ovog diplomskog rada. 14 dana nakon izrade i Cuvanja
nanoemulzija pri sobnoj temperaturi odredeni su: veli¢ina kapljica, PDI, zeta potencijal i pH-
vrijednost. Usporedbe fizikalno-kemijskih karakteristika nanoemulzija na dan izrade i nakon

14 dana ¢uvanja pri sobnoj temperaturi prikazane su Slikama 16, 17, 18 i 19.
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Slika 16. Usporedba veli¢ine kapljica na dan izrade formulacija i nakon 14 dana ¢uvanja pri

sobnoj temperaturi. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija
(n=2).
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Slika 17. Usporedba PDI na dan izrade formulacija i nakon 14 dana ¢uvanja pri sobnoj
temperaturi. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija (n=2).

34



-10
-20
-30

EWDanO0

.40 K Dan 14

-50

Zeta potencijal (mV)

-60

-70
Formulacija

Slika 18. Usporedba zeta potencijala nanoemulzija na dan izrade i nakon 14 dana ¢uvanja pri

sobnoj temperaturi. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija
(n=2).
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Slika 19. Usporedba pH vrijednosti nanoemulzija na dan izrade i nakon 14 dana ¢uvanja pri

sobnoj temperaturi. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost = standardna devijacija
(n=2).
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1z grafickih prikaza proizlazi zakljucak da je kod svih izradenih nanoemulzija veli¢ina kapljica

ostala gotovo nepromijenjena (Slika 16).

Vrijednosti PDI takoder se nisu bitno promijenile nakon spomenutog perioda ¢uvanja, osim kod
formulacije NG4 s najve¢im udjelom gelan gume (Slika 17). Kod te je formulacije uo¢en porast
PDI vrijednosti s 0,222 na 0,293 sto ukazuje na potencijalno manju stabilnost formulacije NG4
u usporedbi s ostalim nanoemulzijama izradenim u sklopu ovog diplomskog rada. Ipak, bitno
je napomenuti da su sve formulacije nakon 14 dana Cuvanja pri sobnoj temperaturi ostale

vizualno nepromijenjene, odnosno da nije uo¢eno vrhnjenje, kao ni razdvajanje faza.

Vrijednosti zeta potencijala nanoemulzija s gelan gumom blago su se pomaknule prema
negativnijim vrijednostima (Slika 18) sto, prema literaturnim navodima, pogoduje stabilnosti

nanoemulzija (Rai i sur., 2018).

Prisutno je blago smanjenje pH kod kontrolne nanoemulzije bez gelan gume te kod
nanoemulzija s nizim udjelom gelan gume (NG1 1 NG2), dok je kod nanoemulzija s ve¢im
udjelom gelan gume (NG3 i NG4) ta promjena zanemariva (Slika 19). Ipak, pH vrijednost svih
formulacija je 1 nakon spomenutog perioda Cuvanja ostala unutar prihvatljivog raspona

vrijednosti za oftalmic¢ku primjenu (4-8) (Gawin-Mikotajewicz i sur., 2021).
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5. ZAKLJUCAK

*

Visokoenergetskom metodom mikrofluidizacije su uspjesno izradene nanoemulzije s

rastu¢om koncentracijom gelan gume (0,05 — 0,4%).

Prosjecna veli¢ina kapljica svih pripravljenih formulacija je u nanometarskom podrucju
(141,1 — 172,9 nm) uz primjecen blagi porast veli¢ine kapljica kod veéih koncentracija

gelan gume.

PDI je prihvatljivih vrijednosti (do 0,222) te ukazuje na to da su izradene nanoemulzije
monodisperni sustavi; zeta potencijal je ocekivano negativan, u rasponu aspolutnih

vrijednosti 33,0 - 44,9 mV koje upuéuju na zadovoljavajucu stabilnost sustava.

pH vrijednosti nanoemulzija su unutar raspona prikladnog za oftamlicku primjenu.

Viskoznost nanoemulzija raste s porastom koncentracije gelan gume §to je u skladu s
oc¢ekivanjima. Vrijednosti viskoznosti svih formulacija su prikladne za oftalmicku

primjenu.

Krivulje viskoznosti (ovisnost viskoznosti o brzini smicanja) pokazale su da je jedino
NG4 formulacija (nanoemulzija s najve¢im udjelom gelan gume) pseudoplasti¢ni sustav
kojem se viskoznost smanjuje s povecanjem brzine smicanja. Kontrolna nanoemulzija
bez gelan gume (N) i nanoemulzije s udjelom gelan gume 0,05-0,2% (NG1-NG3)
pokazale su linearnu ovisnost viskoznosti o primijenjenoj brzini smicanja Sto znaci da

predstavljaju Newtonove sustave.

Test promjene amplitude pokazao je da su NG3 i NG4 formulacije s udjelima gelan
gume 0,2 1 0,4% uspjesno gelirane nakon mijeSanja s ATS-om u fizioloski relevantnim
uvjetima, dok je kod kontrolne nanoemulzije bez gelan gume (N) i formulacija s nizim
udjelima gelan gume (NG1 i NG2) geliranje izostalo zbog nedovoljne koncentracije

gelan gume.
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% Ispitivanje stabilnosti nanoemulzija nakon 14 dana Cuvanja pri sobnoj temperaturi

L)

pokazalo je da se veli¢ina kapljica izradenih formulacija nije bitno promijenila.
Vrijednosti PDI su se neznatno promijenile kod svih formulacija osim kod NG4 gdje je
uoc¢en blagi porast vrijednosti PDI. Zeta potencijal je ostao u rasponu vrijednosti
karakteristicnih za stabilne sustave. pH vrijednost svih formulacija ostala je u rasponu
vrijednosti prihvatljivih za oftalmicku primjenu. Sve su formulacije nakon spomenutog

perioda ¢uvanja ostale vizualno nepromijenjene.

Formulacije NG3 i NG4 istiCu se kao vodece formulacije s in situ geliraju¢im
svojstvima dokazanim in vitro, sto ih ¢ini prikladnim kandidatima za daljnja ispitivanja.
Navedene bi formulacije mogle biti korisne u uklanjanju simptoma bolesti suhog oka
gdje bi, objedinjujuci svojstva nanoemulzija i in situ geliraju¢ih sustava, omogucile
nadoknadu vodene, lipidne i mucinske komponente suznog filma uz istovremenu rjedu
potrebu za doziranjem. Formulacije NG3 1 NG4 mogle bi takoder biti prikladne za
uklapanje djelatnih tvari za lijeCenje bolesti suhog oka, ¢ime bi se povecala njihova

bioraspolozivost te smanjila ucestalost doziranja.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Bolest suhog oka je kompleksna, multifaktorijalna bolest povrSine oka karakterizirana
gubitkom homeostaze suznog filma. Nanoemulzije predstavljaju inovativne terapijske sustave
za oftalmi¢ku primjenu koji omogucuju zadovoljavajucu bioraspolozivot, produljeno vrijeme
zadrzavanja na povrSini oka te nadoknadu i stabilizaciju suznog filma.. In situ gelirajuci
oftalmicki sustavi omogucuju produljeno vrijeme zadrZavanja pripravka na mjestu primjene
zahvaljuju¢i karakteristicnom faznom prijelazu iz tekuéine u gel te predstavljaju jednu od
inovativnih tehnoloskih platformi za dostavu djelatnih tvari na povrSinu oka. Cilj ovog
diplomskog rada bio je pripraviti in situ geliraju¢e oftalmicke nanoemulzije s gelan gumom
(0,05-0,4%) kao polimerom ¢iji je fazni prijelaz u gel potaknut fizioloSki prisutnim kationima
suzne tekuéine te ispitati njihova fizikalno-kemijska i reoloska svojstva. Nanoemulzijama
pripravljenim na mikrofluidizatoru izmjerene su prosje¢na veli¢ina Kkapljica, PDI, zeta
potencijal i pH-vrijednost. Rezultati mjerenja pokazali su da je prosje¢na veli¢ina kapljica
141,1-172,9 nm, PDI u rasponu 0,108-0,222 ukazuje na monodisperzne sustave, vrijednosti
zeta-potencijala su negativne (-33,0 do -44,9 mV) te upucuju na zadovoljavajucu stabilnost
formulacija, a pH-vrijednost svih formulacija prikladna je za oftalmi¢ku primjenu (6,06-6,18).
Sve su formulacije ostale stabilne nakon 14 dana cuvanja pri sobnoj temperaturi. Reoloske
karakteristike formulacija ispitane su prije i nakon mijeSanja s ATS-om. Rezultati su pokazali
da je jedino formulacija s najve¢im udjelom gelan gume (0,4%) pseudoplasticni sustav, dok su
ostale formulacije Newtonovi sustavi. Na temelju testa promjene amplitude nakon mijesanja
formulacija s ATS-om u fizioloski relevantnim uvjetima zakljuéeno je da kod formulacija s
nizim udjelima gelan gume (0,05-0,1%) ne dolazi do geliranja, dok kod formulacija s ve¢im
udjelima gelan gume (0,2 i 0,4%) dolazi do faznog prijelaza u gel zbog interakcije gelan gume
i kationa prisutnih u ATS-u. S obzirom na dobivene rezultate formulacije s 0,2 i 0,4% gelan
gume istiCu se kao vodece formulacije za daljnja ispitivanja u unaprjedenju lijeCenja bolesti

suhog oka.
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Dry eye disease is a complex, multifactorial condition of the ocular surface characterized by
the loss of tear film homeostasis. Nanoemulsions represent innovative therapeutic systems for
ophthalmic application that enable adequate bioavailability, prolonged retention time on the
ocular surface, and replenishment and stabilization of the tear film. In situ gelling ophthalmic
systems allow prolonged retention time of the formulation at the site of application due to the
characteristic phase transition from liquid to gel, representing one of the innovative
technological platforms for delivering active substances to the ocular surface. The aim of this
thesis was to develop in situ gelling ophthalmic nanoemulsions with increasing concentrations
of gellan gum (0.05-0.4%) as the gelling polymer, whose phase transition is induced by
physiologically present cations in the tear fluid, and to investigate their physicochemical and
rheological properties. The nanoemulsions were characterized for average droplet sizes,
polydispersity index (PDI), zeta potential, and pH value. The results of physicochemical
measurements showed that the average droplet size ranged from 141.1 to 172.9 nm, PDI fell
within acceptable values (0.108-0.222), zeta potential values were negative (-33.0 to -44.9 mV),
indicating satisfactory formulation stability, and the pH values of all formulations were suitable
for ophthalmic application (6.06-6.18). Rheological characteristics were examined by viscosity
curve analysis before and after mixing with ATS and by amplitude sweep test after mixing with
ATS. The viscosity curve results showed that only the formulation with the highest
concentration of gellan gum (0.4%) exhibited pseudoplastic behavior, while the other
formulations were Newtonian systems. Based on the amplitude sweep test, it is concluded that
in formulations with lower concentrations of gellan gum (0.05-0.1%), no gel formation
occurred, whereas in formulations with higher concentrations of gellan gum (0.2 and 0.4%), gel
formation occurred due to interaction between cations present in ATS and sufficient
concentration of gellan gum. Considering the obtained results, formulations with 0.2 and 0.4%
gellan gum stand out as leading formulations for further investigation in the improvement of

dry eye disease treatment.
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