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1. UvOD

1.1. Topikalni pripravci

Topikalni pripravci su ljekoviti oblici koji se primjenjuju lokalno na kozu. S obzirom na
mjesto djelovanja lijeka mogu se podijeliti u dvije skupine; pripravke s lokalnim u¢inkom na
kozu te pripravke sa sistemskim uc¢inkom. Lokalni u¢inak ukljucuje djelovanje lijeka na
povrsini koze, u roznatom sloju, epidermisu i/ili dermisu, dok se sistemski u¢inak postize
penetracijom lijeka kroz kozu 1 apsorpcijom u sistemsku cirkulaciju koriStenjem
transdermalnih flastera, odnosno transdermalnih terapijskih sustava (Ueda i sur., 2009).

Topikalni pripravci su dostupni kao otopine, emulzije (losioni), suspenzije, aerosoli,
prasci (puderi) te polucvrsti oblici (gelovi, pjene, masti, paste, kreme). Polucvrsti pripravcei se
najcesce koriste u dermatoloskoj terapiji zbog prikladne konzistencije koja dodatno doprinosi

duljem zadrzavanju djelatne tvari na mjestu primjene/djelovanja (Gibson, 2009).

1.1.1. Transport lijeka kroz kozu

Dermalnim putem primjene nastoji se osigurati lokalni ucinak lijeka u kozi njegovim
zadrzavanjem u epidermisu ili dermisu, dok je prolazak lijeka u sistemsku cirkulaciju
minimaliziran. Na taj se na¢in smanjuju nepozeljne sistemske nuspojave 1 eventualni toksic¢ni
ucinci lijeka. Prednosti ovog puta primjene lijekova uklju¢uju visok stupanj suradljivosti
pacijenata, lako ukidanje terapije u slucaju potrebe u bilo kojem trenutku lije¢enja, ciljano i
lokalizirano djelovanje na oboljelom mjestu te bezbolnu primjenu (Okyar i sur., 2012).
Dermalna primjena lijekova, zbog navedenih posebnosti, spada u ugodnije i sigurnije puteve
primjene, a brojna istrazivanja su pokazala da liposomske formulacije namijenjene topikalnoj
primjeni znacajno reduciraju stupanj iritacije koze koje nerijetko bivaju izazivane djelatnim
tvarima kao Sto su primjerice retinoidi (Vanic¢, 2015).

Roznati sloj koze, kojeg ¢ine odumrle stanice keratinocita okruZene visokoorganiziranim
lipidnim matriksom, odgovoran je za nisku permeabilnost vecine lijekova. Djelatne tvari koje
se primjenjuju na kozu moraju pro¢i roznati sloj do ciljnih stanica u dubljim slojevima
epidermisa ili u dermisu. Parametri koji utjeCu na u¢inkovitost dermatoterapije topikalnim
putem primjene lijekova uklju¢uju: molekulsku masu lijeka (djelatne tvari), stupanj

lipofilnosti (log P), tip formulacije (ljekoviti oblik), prisustvo pomo¢nih tvari u formulaciji



(promotori penetracije lijeka u kozu, sredstva za povecanje viskoznosti, povrSinski aktivne
tvari) te fizicko stanje roznatog sloja koze (Vani¢, 2015).

Kako bi se pospjesila penetracija djelatne tvari u kozu mogu se koristiti kemijski
promotori penetracije, primjerice, sulfoksidi poput dimetilsulfoksida (DMSQO), urea, alkoholi
(etanol, propilenglikol), pirolidoni (2-pirolidon), terpeni i masne kiseline (oleinska kiselina) ili
pak fizikalne metode kao $to su ionoforeza, sonoforeza, elektroporacija i mikro-igle (Escobar-
Chéavez i sur., 2012). Drugi pristup temelji se na upotrebi nanocestica S uklopljenom
djelatnom tvari koje mogu povecati penetraciju hidrofilnih tvari kroz kozu i omoguditi
kontrolirano oslobadanje lipofilnih lijekova 1 njihovo nakupljanje na mjestu djelovanja
(Vani¢, 2015). Medu brojnim istrazivanim nanonosa¢ima lijekova poput mikrokapsula,
mikrosfera, nanosfera, micela, polimernih prolijekova, virosoma, kubosoma, nanofibrila,

lipidnih nanocestica i niosoma istaknuto mjesto zauzimaju liposomi (Vani¢, 2012a).

1.2. Liposomi

1.2.1. Struktura i svojstva

Liposomi su sferi¢ne fosfolipidne vezikule u kojima je unutarnja, vodena faza obavijena s
jednom ili viSe koncentricno polozenih fosfolipidnih membrana. Promjer im se moZze kretati
od 20-ak nm do 10-ak pm. Fosfolipidi su amfipatske molekule cilindri¢nog oblika gradene od
hidrofilnih ,,glava®“ i hidrofobnih ,repova®“ koje ¢Cine lanci masnih Kiselina (Slika 1).
Hidrofobni, nepolarni dijelovi molekula fosfolipida (,,repovi®) usmjereni su prema
unutra$njoj, dok su polarne ,,glave” fosfolipida orijentirane prema vanjskoj strani sferi¢ne
lamelarne strukture (Vani¢, 2012a).

Strukturna svojstva liposoma omoguc¢uju uklapanje lijekova razli¢itih fizicko-kemijskih
svojstava, kao i makromolekula poput peptida, proteina i nukleinskih kiselina. Ovisno o
polarnosti, djelatne tvari biti ¢e smjestene u vodenoj fazi ili u nepolarnom dijelu ovojnice,
odnosno na granici ovih dviju regija (amfipatske molekule). Hidrofilne i lipofilne tvari
uklapaju se u liposome bez njihova kemijskog vezanja ili prethodne kemijske modifikacije, a

uz postizanje relativno velikog omjera lijek-lipidi (JalSenjak i sur., 1998).
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Slika 1. Struktura liposoma i fosfolipidnog dvosloja (preuzeto i prilagodeno iz Lee i
Thompson (2017) uz dozvolu John Wiley and Sons)

Zbog svoje sli¢nosti s bioloSkim membranama, neimunogenosti i biorazgradljivosti, liposomi
su fizioloSki prihvatljivi Sto im osigurava primjenu u razli¢itim terapijskim podrucjima:
infektivna oboljenja (virusna, bakterijska, gljivi¢na, parazitska), dijagnostika, hormonska

terapija, onkologija, stimulacija imunoloskog odgovora, vakcinacija, itd. (Vani¢, 2012a).

1.2.2. Priprava liposoma metodom hidratacije suhog fosfolipidnog sloja (film metoda)

Metoda hidratacije suhog fosfolipidnog sloja, tzv. film metoda najces¢i je postupak
priprave liposoma u laboratorijskim uvjetima. Prikazan je na Slici 2. Temelji se na pripremi
tankog fosfolipidnog sloja te dodatku vodenog medija uz snazno protresivanje. Postupak se
provodi u okruglim tikvicama veceg volumena, da bi nakon otparavanja organskog otapala,
na stijenkama tikvice nastao suhi fosfolipidni film velike povrSine. Dodatkom vodenog
medija dolazi do hidratacije fosfolipida i spontanog formiranja liposoma. Pozornost valja
obratiti na temperaturu koja tijekom priprave liposoma mora biti iznad temperature faznog
prijelaza (Tc) koristenih fosfolipida. Nastali liposomi su multilamelarne strukture i zbog toga
su prikladni za uklapanje lipofilnih lijekova. Ako se za izradu upotrebljavaju samo neutralni
fosfolipidi dobivaju se multilamelarni liposomi (MLV-i) gusto pakiranih dvoslojeva s veoma
malim vodenim odjeljcima. Dodatkom negativno nabijenih fosfolipida, zbog odbojnih
interakcija izmedu pojedinih ovojnica unutar MLV -a, povecavaju se unutarnji vodeni prostori
Sto je vazno ako se uklapaju hidrofilni lijekovi. S obzirom da su film metodom pripravljeni
MLV-i prili¢no veliki (do 10-ak pm) i visokog indeksa polidisperznosti, koja upuéuje na
heterogenost sustava, neophodna je daljnja obrada. Homogenizacija MLV-a se provodi

ekstruzijom kroz polikarbonatne membrane odredene veli¢ine pora ili soniciranjem
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(ultrazvuc¢na kupelj, sonda), pri ¢emu se dobivaju homogene preparacije oligolamelarnih
(OLV) ili unilamelarnih (LUV, SUV) liposoma. Vazno je napomenuti da reduciranje veli¢ine

MLV-a nerijetko rezultira znacajnim gubitkom u sadrzZaju pocetno uklopljenog hidrofilnog
lijeka (Vanic¢, 2012b).

Fosfolipidi

Vodeni medij
(+ lipofilni lijek) f

(+ hidrofilni lijek)

Otparavanje

Organsko otapalo Fosfolipidni film
Hidratacija Soniciranje
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"\
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Suhi fosfolipidni film Voda Bubrenje

Slika 2. Priprava liposoma metodom hidratacije suhog fosfolipidnog sloja (preuzeto iz

Vani¢ (2012b), uz dozvolu Hrvatskog farmaceutskog drustva)



1.2.3. Klasifikacija liposoma

Liposomi se mogu klasificirati prema veli¢ini i broju fosfolipidnih dvosloja te prema
strukturnim svojstvima i na¢inu oslobadanja uklopljenog sadrzaja.

Unilamelarni liposomi (eng. unilamellar vesicles, UV) sadrze jednu fosfolipidnu
ovojnicu, a prema veliini se dijele na: male unilamelarne liposome (eng. small unilamellar
vesicles, SUV), srednje velike unilamelarne liposome (eng. medium sized unilamellar
vesicles, MUV), velike unilamelarne liposome (eng. large unilamellar vesicles, LUV) te
veoma velike unilamelarne liposome (eng. giant unilamellar vesicles, GUV). Oligolamelarni
liposomi (eng. oligolamellar vesicles, OLV-i) sadrze nekoliko koncentriéno polozenih
fosfolipidnih dvoslojeva izmedu kojih su vodeni prostori, dok multilamelarne liposome (eng.
multilamellar vesicles, MLV-e) karakterizira postojanje velikog broja koncentri¢no
postavljenih fosfolipidninh dvoslojeva. Multivezikularni liposomi (eng. multivesicular
liposomes, MVL) sadrze nekoncentricno polozene fosfolipidne dvoslojeve, s mnostvo
vodenih odjeljaka. Promjer MLV-a obi¢no se krece izmedu 20 i 100 pm (Vani¢, 2012a).

Liposomi se mogu klasificirati i s obzirom na sastav, pri ¢emu fosfolipidni dvosloj,
osim samih fosfolipida, moze sadrzavati molekule surfaktanata, etanola, promotora apsorpcije
i polietilenglikola. U tom smislu razlikujemo konvencionalne liposome, deformabilne
liposome, etosome, steri¢ki stabilizirane (eng. stealth) liposome, imunoliposome i polimorfne
liposome (Vani¢, 2012a). Jedan od novije razvijenih tipova liposoma su i propilenglikol

liposomi (Vani¢, 2015).

1.2.4. Vrste liposoma

1.2.4.1. Konvencionalni (klasi¢ni) liposomi

Konvencionalni (klasi¢ni) liposomi su gradeni od fosfolipida bez ili s prisutnim
kolesterolom koji stabilizira fosfolipidni dvosloj. Konvencionalni liposomi mogu varirati u
svojim fizikalnim svojstvima poput veli¢ine, fosfolipidnog sastava, povrSinskog naboja,
lamelarnosti te fluidnosti (elasti¢nosti/rigidnosti) fosfolipidnih dvoslojeva (membrane
liposoma). Kakav ¢e biti terapijski uc¢inak lijeka koristenjem liposomskih pripravaka ovisi o
interakciji liposoma sa stanicama koZe, a na to utjeCe fosfolipidni sastav i termodinamicko
stanje dvosloja (sol- ili gel-stanje) te metoda priprave liposoma. Bolji unos lijeka u kozu
postignut je s liposomima koji su u sastavu ukljucivali lipide koZe te kad je membrana

liposoma bila u sol-stanju (stanje tekucih kristala). Smanjenje udjela kolesterola u
5



fosfolipidnom dvosloju liposoma, ¢ime se povecava njegova fluidnost, rezultiralo je boljim
prolaskom lijeka kroz roznati sloj. Pokazalo se da i drugi fizicko-kemijski parametri, kao $to
su veli¢ina liposoma, naboj na povrsini te lamelarnost mogu utjecati na isporuku lijeka u
kozu. Osim u (trans)dermalnoj primjeni, konvencionalni su liposomi nerijetko istrazivani i
kao nosaci za ciljani unos ljekovitih tvari pilosebacealnim jedinicama, dla¢nim folikulima s
pridruzenim Zzlijezdama lojnicama. lako su neki znanstvenici predlagali upotrebu
konvencionalnih liposoma kao prikladnih nosaa za transdermalnu primjenu, u vecini
slucajeva je dokazano da klasi¢ni liposomi ne prodiru u dublje slojeve koze, ve¢ se zadrzavaju

U povrsinskom, roznatom sloju (Banovi¢ i sur., 2011).

1.2.4.2. Deformabilni liposomi

Deformabilni liposomi su lipidne elasticne vezikule ¢ija je membrana gradena od
fosfolipida i rubnog aktivatora (jednolancani surfaktant). On naruSava strukturu dvosloja
smanjuju¢i mu stabilnost te na taj nacin povecava deformabilnost ovojnice. Optimalnim
molarnim omjerom fosfolipida i surfaktanta, postizu se Zeljena elasti¢na svojstva liposoma.
Ako je koli¢ina surfaktanta premala, dvoslojevi liposoma su manje elasti¢ni, viSe dominiraju
rigidna svojstava, dok se kod prevelike koli¢ine liposomi transformiraju u micele. Kao rubni
aktivatori najceS¢e se primijenjuju: natrijev kolat, natrijev deoksikolat, Span 60, Span 65,

Span 80, Tween 20, Tween 60, Tween 80 i dikalijev glicirizinat.

Brojna su istrazivanja potvrdila sposobnost prolaska deformabilnih liposoma s
uklopljenim lijekom u dublje slojeve koze, pri ¢emu se ucinak mogao usporediti sa
supkutanom primjenom. Medutim, kod nekih se lijekova pokazalo da deformabilni liposomi
samo povecavaju odlaganje lijeka u kozu, ali ne i prolaz u dublje slojeve, Sto je pogodno za
lokalnu primjenu. Opisana su dva mehanizma kojima deformabilni liposomi poboljSavanju
prolazak lijeka kroz kozu. Prvi mehanizam sastoji se od prolaska intaktnih vezikula u
neokluzivnim uvjetima. Naime, u takvim uvjetima primijenjena disperzija liposoma isparava
na povrsini koze, a vezikule postaju djelomi¢no dehidrirane. One tada pocinju slijediti lokalni
hidratacijski gradijent, a upravo im elastiénost membrane omogucéava da intaktni produ

izmedu stanica roZznatog sloja. Drugi mehanizam je poticanje prolaska lijeka kroz kozu pri



¢emu lipidi iz ovojnice liposoma modificiraju intercelularne lipide roznatog sloja, ¢ime se

olakSava prolaz oslobodenim molekulama lijeka kroz kozu (Banovi¢ i sur., 2011).

1.2.4.3. Propilenglikol liposomi

Propilenglikol liposomi se sastoje od fosfolipida, propilenglikola i vode, a
karakterizira ih visoka sposobnost uklapanja slabije topljivin djelatnih tvari. Poboljsana
isporuka uklopljenih lijekova koristenjem propilenglikol liposoma u kozu posljedica je
zajedniCkog djelovanja promotora penetracije prisutnih u liposomima, fosfolipida i
propilenglikola. Propilenglikol je poznat kao suotapalo i humektans u topikalnim pripravcima
te povecava topljivost uklopljene ljekovite tvari. Prisutnost propilenglikola ili drugih

promotora penetracije u fosfolipidnom dvosloju znacajno povecava elasti¢nost liposoma.

Propilenglikol liposomi se mogu pripremiti koristenjem propilenglikola za otapanje
fosfolipida i lipofilnog lijeka, ili se propilenglikol dodaje kao dio vodene faze tijekom
hidratacije fosfolipida (film metoda). Preliminarne in vitro studije na zivotinjskim modelima
koze pokazuju da su propilenglikol liposomi omogucili bolju penetraciju lokalnog anestetika

cinhokaina u odnosu na deformabilne liposome i etosome (Elsayed i sur., 2007)).

1.2.4.4. Kationski liposomi

Kationski liposomi se najées$¢e koriste kao ne-viralni vektori u genskoj terapiji. Zbog
njihovog pozitivnog naboja, dolazi do elektrostatskih interakcija s negativno nabijenom DNK
i membranama stanica (Carmona-Ribeiro i Carrasco, 2013). Kationski liposomi u interakciji s
nukleinskim Kiselinama mijenjaju svoju strukturu, nastaju lipid-DNK kompleksi (lipopleksi)
koji fuzijom s plazmatskom membranom ulaze u stanicu (Vani¢, 2012a).

Prilikom priprave kationskih liposoma jedna od najcesée koristenih sastavnica je
dioktadecildimetilamonijev bromid (DODAB). DODAB je kationski sintetski lipid koji tvori
dvoslojeve visoke stabilnosti. U strukturi ima zasiene ugljikovodi¢ne lance 1 stabilnu
kvarternu amonijevu skupinu. Vezanjem Kkationskih liposoma s DODAB-om dolazi do
promjene naboja na povrsini bakterije iz negativnog u pozitivni, $to dovodi do smrti bakterije.

In vitro ispitivanja su pokazala citotoksi¢an u¢inak DODAB-a naspram stanica sisavaca, no



ona je bila znatno niza od toksi¢nosti prema prokariotskim, odnosno kvas¢evim stanicama i
ovisila je o primijenjenoj koncentraciji lipida. Uklapanjem razli¢itih antibiotika u pozitivno
nabijene liposome mogao bi se povecati antimikrobni uc¢inak lijeka zbog antimikrobnog
ucinka kationskog lipida. Kationski liposomi su istrazivani kao nosaci lipofilnog baktericida
triklozana ili hidrofilnih antibiotika (vankomicin, benzilpenicilin) za tretiranje bakterijskih
biofilmova (Mamizuka i Carmona-Ribeiro, 2007).

1.2.5. Istrazivanja liposoma u topikalnoj antimikrobnoj terapiji

Liposomske formulacije istrazivane su za poboljSanu dermalnu primjenu lijekova §to
je prikazano brojnim preglednim radovima (Elsayed i sur., 2007; Ibaraki i sur., 2019; Van
Tran i sur., 2019). U vecini istrazivanja potvrdena je superiornost liposoma u odnosu na
uobicajene topikalne pripravke koja se ocitovala kroz smanjenje iritacija koze, nuspojava i
inkompatibilnosti koje mogu nastati zbog nezeljeno visoke sistemske apsorpcije lijeka te
znacajno vece akumulacije lijeka na mjestu primjene (Egbaria i Weiner, 1990). Jedno od
znacajnih podrucja topikalne primjene liposoma je antimikrobna terapija. Pritom je ¢ak prvi
registrirani pripravak liposoma sadrzavao uklopljeni ekonazol (Pevaryl® Lipogel) i bio
namijenjen lokalnoj terapiji dermatomikoza (Naeff, 1996). Provedena su brojna istrazivanja s
uklopljenim antimikrobnim lijekovima u razli¢ite tipove liposoma: konvencionalne i elasti¢ne
(deformabilne, propilenglikol liposome i etosome). Primjerice, lijeCenje akni s liposomima
koji sadrze antimikrobne lijekove se pokazalo boljim i ucinkovitijim nego lijeCenje
konvencionalnim pripravcima. Nadalje, benzilpenicilin (penicilin G) je uspjesno uklopljen u
kationske liposome te je pokazao snazno djelovanje protiv biofilma bakterije Staphylococcus
aureus (Kim i Jones, 2004). Sli¢no ispitivanje je provedeno i S vankomicinom. Pritom se
vankomicin polagano oslobadao iz kationskih liposoma adsorbiranih na povrSinu biofilma
Staphylococcus epidermidis ¢ime je postignut produljeni i ja¢i antibakterijski ucinak u
usporedbi s kontrolnim pripravkom (Sanderson i Jones, 1996). IstraZivanje koje su proveli
Elmoslemany i suradnici (2012) s propilenglikol liposomima s uklopljenim mikonazol-
nitratom, pokazalo je da propilenglikol liposomi imaju vefu antifungalnu aktivnost u

usporedbi sa konvencionalnim (klasi¢nim) liposomima.



1.3. In vitro ispitivanje citotoksi¢nosti na fibroblastima MJ9O0hTERT

Fibroblasti su najbrojnije stanice dermisa koze, odgovorne za biosintezu kolagena,
elastina 1 drugih proteina izvanstanicnog matriksa. MJ9OhTERT su fibroblasti imortalizirani
telomerazom koja im omogucava produzavanje telomera, ali koji imaju fenotip i kontrolu
rasta jednaku normalnim fibroblastima (Stanci¢, 2017).

Odredivanje bioloske aktivnosti prirodnih spojeva iz biljaka, kao i novosintetiziranih
kemikalija, provodi se izvodenjem niza testova na pokusnim Zivotinjama in vivo ili na
kulturama Zivotinjskih stanica in vitro kako bi se na temelju tih ispitivanja mogao procijeniti
njihov uc¢inak na ljude. Prilikom provodenja in vitro testova toksi¢nosti, najcesc¢e se odreduje
bazalna citotoksicnost koja se definira kao ucinak nastao medudjelovanjem ispitivane tvari
1/ili procesa neophodnih za prezivljavanje, proliferaciju ili funkcije zajednicke svim stanicama
u organizmu. Prednosti uporabe in vitro testova toksi¢nosti su niza cijena u odnosu na in vivo
testove, visok stupanj standardizacije, reproducibilnost i brzina izvodenja pri ¢emu nastaje
manja koli¢ina toksi¢nog otpada. Nedostaci primjene in vitro testova su nepotpuna ili u
potpunosti odsutna metabolicka aktivacija ispitivane tvari u stani¢nim sustavima, buduci da te
stanice ipak imaju izmijenjena svojstva u odnosu na ishodne in vivo stanice te moguénost
interakcije ispitivane djelatne i pomo¢nih tvari ispitivane formulacije sa sastojcima medija za
uzgoj. Najcesce koriSten in vitro test za odredivanje citotoksi¢nosti kemikalija primjenom

kultura stanica je test redukcije tetrazolijeve soli (MTT) (Radoj¢i¢ Redovnikovi¢ i sur., 2016).

1.3.1. MTT test

MTT test je kolorimetrijska metoda, koja se bazira na odredivanju metabolicke
aktivnosti mitohondrija mjerenjem redukcije topljive zute MTT tetrazolijeve soli u modri
netopljivi formazan (Slika 3). Ocitana apsorbancija proporcionalna je broju zivih stanica u
uzorku, pri ¢emu se prezivljenje stanica izrazava kao postotak omjera apsorbancije tretiranih 1

netretiranih (kontrolnih) stanica (Radoj¢i¢ Redovnikovi¢ i sur., 2016).
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3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2 5~ difenil- (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-dif exul-
2H-tetrazolin bromid (MTT) formazan (formazan)
Slika 3. Enzimska redukcija MTT-a do formazana (preuzeto i prilagodeno iz Grela i sur.
(2018), uz dozvolu Elseviera)

1.4. Azitromicin

Azitromicin je makrolidni antibiotik iz skupine azalida, a razvijen je ugradnjom metiliranog
dusika (N-CH3) u 14-eroclani laktonski prsten molekule eritromicina na poziciju 9a pri cemu
nastaje 15-ero¢lani prsten (Tambic, 2008). Struktura azitromicina je prikazana na Slici 4.

Primjenjuje se oralno, parenteralno i topikalno u oftalmologiji te zasad nije registrirana
topikalna formulacija azitromicina za dermalnu primjenu. Azitromicin je uglavnom dostupan
u obliku dihidrata (MW 785, log P = 3,98) i karakterizira ga ograniCena topljivost u vodi
(McFarland i sur., 1997; Mandi¢, 2014). Ocekuje se da ¢e uklapanje azitromicina u liposome
povecati topljivost lijeka, omogucuju¢i produljeno oslobadanje lijeka i poja¢anu antimikrobnu
aktivnost. Konvencionalni liposomi koji sadrze uklopljeni azitromicin pokazali su potencijal
za moguce lijeenje pluénih infekcija uzrokovanih Mycobacterium avium i Pseudomonas
aeruginosa. Istrazivanja koja su proveli Liu i sur. (2016) pokazala su da se uklapanjem
azitromicina u liposome, koji su u membrani dodatno sadrzavali kationski antibakterijski

peptid, postize bolji u¢inak lijeka na meticilin-rezistentni S. aureus (Liu i sur., 2016).
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Slika 4. Struktura azitromicina (preuzeto s http://dailymed.nlm.nih.gov/)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Azitromicin je antibiotik Sirokog spektra djelovanja, koji trenutno ne postoji u
farmaceutskom obliku prikladnom za topikalno lijeCenje kompliciranih bakterijskih infekcija
koze (http://new.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/). Uklapanjem azitromicina u liposome
mogla bi se lokalizirati njegova prisutnost na mjestu infekcije i smanjiti nezeljena sistemska
apsorpcija.

Cilj ovog rada bio je provesti in vitro ispitivanje biokompatibilnosti liposoma s
uklopljenim azitromicinom sa stanicama fibroblasta te utvrditi utjecaj fosfolipidnog sastava
liposoma i samog azitromicina na citotoksi¢nost. U tu svrhu pripravljena su Cetiri razlicita tipa
liposoma s uklopljenim azitromicinom koji su se razlikovali po povrSinskom naboju,
fosfolipidnom sastavu i elasti¢nosti/rigidnosti dvoslojeva liposoma: konvencionalni,
deformabilni, propilenglikol i kationski liposomi.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

U izradi eksperimentalnog dijela rada koriStene su slijedece tvari, otapala i puferi:

Azitromicin dihidrat (PLIVA d.o.0, Zagreb, Hrvatska)

Acetonitril (BDH Prolabo, Lutterworth, Velika Britanija)

Aposolutni etanol i metanol (BDH Prolabo, Lutterworth, Velika Britanija)
Dimetildioktadecilamonijev bromid (DODAB) (Sigma-Aldrich Company, St. Louis,
Sjedinjene Americke Drzave)

Dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC) (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Njemacka)
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (Gibco, Thermo, Paisley, Velika
Britanija)

Fibroblasti soja MJ9OhTERT (Institut Ruder Boskovi¢, Zagreb, Hrvatska)

Natrijev deoksikolat (SDCh, Sepadex G-50) (Sigma-Aldrich Company, St. Louis,
Sjedinjene Americke Drzave)

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol bromid (MTT) (Sigma-Aldrich Company,
St. Louis, Sjedinjene Americke Drzave)

Propilenglikol (Kemika, Zagreb)

Sojin fosfatidilkolin (Lipoid S75) (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Njemacka)

Fosfatni pufer (PBS 0,01 M) je pripremljen otapanjem 1,3609 g KH2PO4 u destiliranoj
vodi, u tikvici od 1000 ml i podeSavanjem pH s 10 M KOH

10 %-tnog fetalnog govedeg seruma (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Sjedinjene

Americ¢ke Drzave)

mjeSavina penicilina, streptomicina i amfotericina B (Lonza, Basel, Svicarska).
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3.2. Metode

3.2.1. Priprema liposoma

Metodom hidratacije suhog fosfolipidnog sloja, tzv. film metodom (Vanié, 2012b)
pripremljene su razli¢ite formulacije liposoma koristene u ovom istrazivanju: konvencionalni
liposomi, deformabilni, propilenglikol i kationski liposomi.

(Fosfo)lipidne komponente i lijek su otopljeni u 3 ml koncentriranog etanola u tikvici
okruglog dna (250 ml). Pomocu rotiraju¢eg vakuum uparivaca (Blchi Rotavapor R-200,
Biichi Labortechnik AG, Flawil, Svicarska) potpuno je uklonjen etanol na temperaturi od 40
°C za konvencionalne, deformabilne i propilenglikol liposome, odnosno 50 °C za kationske
liposome. Suhi, lipidni sloj (film) koji je nastao nakon potpunog otparavanja etanola,
hidratiziran je dodatkom 5 ml fosfatnog pufera, na sobnoj temperaturi za pripremu
konvencionalnih i deformabilnih liposoma te pri temperaturi od 50 °C za pripremu kationskih
liposoma, dok je za pripremu propilenglikol liposoma dodana 30%-tna (v/v) otopina
propilenglikola u fosfatnom puferu.

Sve su disperzije liposoma ekstrudirane kroz polikarbonatne membrane veli¢ine pora
400 nm (3 puta), te jedanput kroz 200 nm (Lipofast, Avestin, Kanada) na sobnoj temperaturi.
Jedini izuzetak bili su kationski liposomi kod kojih je postupak proveden na blago povisenoj
temperaturi (oko 55 °C).

Na isti (gore opisani) na¢in su pripravljeni liposomi bez azitromicina (tzv. ,,prazni®

liposomi) te su sluzili kao kontrola u ispitivanjima citotoksi¢nosti.

3.2.2. Odredivanje veli¢ine liposoma i indeksa polidisperznosti

Srednji promjer i1 indeks polidisperznosti razli€itih vrsta liposoma odredeni su
metodom fotonske korelacijske spektroskopije (eng. photon correlation spectroscopy) pri
¢emu je koristen uredaj Zetasizer 3000 HS (Malvern Instruments, Malvern, Velika Britanija).
Mjerenje se izvodilo 24h nakon pripreme liposoma, pod kutem rasprSenja od 90° i temperaturi
od 25 °C. Uzorci liposoma su razrijedeni fosfatnim puferom, koji je prethodni filtriran kroz
Minisart filtere veli¢ine pora 200 nm te zatim sonicirani 10 sekundi u ultrazvu¢noj kupelji
(Branson 1210, Branson Ultrasonics Corp., Danbury, SAD). Mjerenje veli¢ine liposoma

izvodilo se prije i nakon ekstruzije liposomskih disperzija.
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3.2.3. Odredivanje zeta potencijala liposoma

Mjerenje zeta potencijala liposoma izvrSeno je pomocu Zetasizer 3000 HS uredaja
(Malvern Instruments, Malvern, Velika Britanija) koriste¢i protocnu kivetu s optickim
modulatorom u radnom podru¢ju od 1000 Hz. Kako bi mjerenje bilo valjano, uredaj je
prethodno Kkalibriran koriStenjem standarda zeta potencijala od -50 £ 5 mV (Malvern Zeta
Potential Transfer Standard, Malvern Instruments, Malvern, Velika Britanija). Uzorci
liposoma su pripremljeni razrijedivanjem male koli¢ine uzorka liposoma (nekoliko kapi) s 1

mM otopinom NaCl-a (5-6 ml). Mjerenja su provedena na temperaturi od 25° C.

3.2.4. Odjeljivanje neuklopljenog azitromicina i odredivanje uspjesnosti uklapanja

Postupak centrifugiranja minikolona koristen je za odjeljivanje neuklopljenog od
liposomski uklopljenog azitromicina. Minikolonama (plasti¢ne Strcaljke od 2 ml kojima je
uklonjen klip) je na dno stavljena staklena vuna te su napunjene izbubrenim Sephadexom G-
50 (Sigma, Deisenhofen, Njemacka). Centrifugiranjem na 2000 okretaja tijekom 3 minute
uklonjena je voda iz sustava, a na tako pripravljene suhe gel kolone pazljivo je stavljena (kap
po kap) suspenzija liposoma (0,4 ml) paze¢i pritom da uzorak ne kapa niz stijenke
minikolona. Minikolone su stavljene u epruvete te su centrifugirane na 2000 okretaja/min (3
minute). Eluati koji su sadrzavali liposome s uklopljenim azitromicinom su odvojeni za
ispitivanje sadrzaja ili daljnje analize. Na vrh svake kolone potom je naneseno po 0,5 ml
fosfatnog pufera te su ponovno centrifugirane, a eluati odvajani za daljnja ispitivanja.
Postupak je ponavljan toliko puta dok se sav neuklopljeni azitromicin nije uklonio s kolone
(Vani¢ i sur., 2013). Koli¢ina slobodnog i uklopljenog lijeka odredena je pomo¢u HPLC-a.
Koli¢ina azitromicina koji je uklopljen u liposomima odredena je nakon otapanja fosfolipida u
metanolu. UspjeSnost uklapanja lijeka i analiti¢ki prinos (eng. recovery) izrazeni Su pomocu
izraza:

lijek u liposomima (LL)

lijek u liposomima (LL) + slobodan lijek (SL) +100

Uspjesnost uklapanja (%) =

Analititki prinos (%) = lijek u liposomima (LL) + slobodan lijek (SL) 100
matitickl prinos 14) = ukupna kolicina lijeka u disperziji liposoma (UK) '

Ukupna koli¢ina lijeka u liposomskoj disperziji sadrzavala je uklopljeni i neuklopljeni

azitromicin, a odredena je tako da je liposomskoj disperziji dodan metanol za otapanje
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lipidnih komponenti i oslobadanje uklopljenog azitromicina. Analiti¢ki prinos iznosio je od

75,2 do 89,4 % za sve uzorke.

3.2.5. In vitro ispitivanja citotoksi¢nosti liposoma na fibroblastima

Humani fibroblasti stani¢ne linije MJ9OhTERT (Cell Line Services, Njemacka) su
kultivirani u DMEM-u uz dodatak 10 %-tnog fetalnog govedeg seruma i mjeSavinu penicilina,
streptomicina i amfotericina B. Stanice su nasadene na ploce s 96 jazica, gustoée od 10*
odnosno 1,5 x 10* stanica po jazici. Tako priredene stanice inkubirane su 48 sati kako bi se
postigla potpuna prekrivenost dna jazice stanicama (100%-tna konfluentnost). Liposomi s
uklopljenim azitromicinom suspendirani su u DMEM-u u koncentracijama azitromicina od
0,25, 1, 16, 64 i 256 pg/ml. Fibroblastima iz jazica je potom uklonjen hranidbeni medij te su
oprezno isprane s fosfatnim puferom. Potom su na stanice dodane disperzije liposoma s
uklopljenim azitromicinom ili etanolno-vodena otopina azitromicina (6/4, v/v) u koncentraciji
ekvivalentnoj onoj u liposomima. Tako tretirane stanice su inkubirane na 37 °C tijekom
naredna 24 sata. Nakon toga stanicama su uklonjeni ispitivani uzorci te je mjerena in vitro
citotoksi¢nost koristeci test redukcije tetrazolijeve soli (MTT test).

Na isti gore opisani nacin provedena su ispitivanja s tzv. ,praznim“ liposomima i
vodeno-etanolnom smjesom otapala kako bi se utvrdio u¢inak sastavnica liposoma i otapala

koriStenog za otapanje azitromicina na citotoksi¢nost.

3.2.6. Test redukcije tetrazolijeve soli (MTT test)

MTT test je koriSten kako bi se utvrdila metabolicka aktivnost stanica fibroblasta
nakon izlaganja razli¢itim tipovima liposoma s azitromicinom i otopini slobodnog lijeka
(kontrola). Nakon tretiranja stanica s ispitivanim uzorcima (24 sata), uzorci su odstranjeni,
stanice dva puta isprane fosfatnim puferom te inkubirane sa svjezim DMEM-om obogac¢enim
10%-tnim fetalnim govedim serumom i mjeSavinom antibiotika. Nakon 24 sata u svaku
pojedinu jazicu je dodano 10 pl MTT otopine i fibroblasti su inkubirani 30 minuta na 37 °C.
Nakon toga stani¢ni medij je uklonjen, a istalozeni modri formazan ekstrahiran dodatkom 100
pl Kiselog izopropanola u svaku od jazica. Koli¢ina nastalog formazana odredena je
spektrofotometrijski na valnoj duljini od 570 nm (Victor, PerkinElmer, Sjedinjene Americke
Drzave). Mitohondrijska aktivnost tretiranih stanica izrazena je naspram netretiranih stanica,

odnosno onih koje su sadrzavale hranidbeni medij.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Fizikalno—kemijska svojstva liposoma

Sastav liposoma odreduje njihova fizikalno-kemijska svojstva: promjer, indeks
polidisperznosti, elasti¢nost/rigidnost fosfolipidnih dvoslojeva, naboj na povrSini liposoma i
uspjesnost uklapanja lijeka. Ta su ispitivanja od velike vaznosti jer se reflektiraju na profil
oslobadanja uklopljenog lijeka, permeabilnost lijeka u/kroz kozu, antimikrobni uéinak i
biokompatibilnost sa stanicama (tkivima) na koja se liposomi primjenjuju (Skalko-Basnet i
Vani¢, 2017).

Rezultati prikazani Tablicom 1 pokazuju da film metodom nastaju liposomi velikog
srednjeg promjera (>1000 nm) i visokog indeksa polidisperznosti (PDI > 0,95), koji upucuje
na prisutnost liposoma razli¢itog srednjeg promjera i distribucije veli¢ina. Ekstruzijom je
znacajno povecana homogenost liposomskih disperzija, pri ¢emu se indeks polidisperznosti
kretao u rasponu 0,09-0,14 za deformabilne, konvencionalne i propilenglikol liposome, dok je
za kationske bio znacajno veéi (0,43). Najmanji srednji promjer imali su deformabilni
liposomi (132 nm), potom slijede propilenglikol liposomi (143 nm), konvencionalni liposomi
(165 nm) te kationski liposomi (217 nm). Razlog ve¢em srednjem promjeru kationskih od
ostalih ispitivanih liposoma vjerojatno lezi u rigidnosti membrane, koja je posljedica lipidnog
sastava kationskih liposoma. Gradeni su od dipalmitoilfosfatidilkolina (DPPC) i
dioktadecildimetilamonijev bromida (DODAB) koji doprinose vi$oj temperaturi faznog
prijelaza (Tc) u usporedbi s ostalim liposomskim preparacijama (New, 1990). S druge pak
strane, propilenglikol i deformabilni liposomi su bili nizeg srednjeg promjera karakteristicnog

za elasticne liposome.

17



Tablica 1. Srednji promjeri i indeksi polidisperznosti liposoma s azitromicinom

Srednji promjer liposoma (nm) Indeks polidisperznosti (PDI)
Tip liposoma Prije Nakon Prije Nakon
ekstruzije ekstruzije ekstruzije ekstruzije

Konvencionalni
liposomi 1135 + 62 165+ 3 1,00 £ 0,00 0,12 + 0,02
Deformabilni
liposomi 972+ 20 132 +2 0,96 £ 0,12 0,14 + 0,02
Propilenglikol
liposomi 1089 + 8 143 +1 1,00 £ 0,00 0,09 + 0,01
Kationski
liposomi 1628 + 35 217 +2 1,00 £ 0,00 0,43+0,10

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D. (n=3).

4.1.1. Zeta potencijal

Zeta potencijali liposoma s azitromicinom (Tablica 2) bili su u skladu sa svojstvima
(fosfo)lipida koji su se Kkoristili za njihovu pripravu. Konvencionalni, deformabilni i
propilenglikol liposomi pripravljeni su iz sojinog lecitina sa 75% fosfatidilkolina te su se
vrijednosti zeta potencijala kretale izmedu -40 mV i -50 mV, dok su kationski sadrzavali 30%
DODAB-a koji je doprinio izrazito visokom, pozitivnom, zeta potencijalu (oko +62 mV).
Buduéi da su sve ispitivane formulacije liposoma bila karakterizirane vrijednostima zeta
potencijala oko £ 50 mV, za pretpostaviti je da ¢e ostati fizicki stabilne tijekom uskladistenja.
Osim na fizi¢ku stabilnost, naboj na povrSini liposoma doprinosi njihovim interakcijama s
mikroorganizmima i stanicama/tkivima na koja se primjenjuju. Premda se ocekuje jaca
interakcija Kationskih liposoma s negativno nabijenim stanicama koZze, istrazivanja su
pokazala bolju penetraciju negativno nabijenih liposoma u koZu za razliku od neutralnih i
pozitivno nabijenih liposoma (Gillet i sur., 2011). S druge pak strane, za kationske liposome
je dokazano da imaju izrazeniji antibakterijski ucinak za razliku od neutralnih i negativno
nabijenih liposoma iste veli¢ine (Dong et al., 2015; Drulis-Kawa i sur., 2009; Robinson i sur.,
2001).
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Tablica 2. Zeta potencijal razli¢itih vrsta liposoma

Vrsta liposoma Zeta potencijal (mV)
Konvencionalni liposomi -43,9 + 0,7
Deformabilni liposomi -45,8 + 0,5
Propilenglikol liposomi -48,4 +1,9
Kationski liposomi +62,2+1,1

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + S.D. (n=3).

4.2. Uklapanje azitromicina u liposome

Uspjesnost uklapanja azitromicina u razli¢ite tipove liposoma iznosila je od 30 do 66%
(Slika 5). Najbolje uklapanje postignuto je s deformabilnim liposomima (66%) zbog
prisutnosti natrijevog deoksikolata u membrani za kojeg se pretpostavlja da potpomaze
solubilizaciju azitromicina u ovojnici liposoma. Uklapanje azitromicina je bilo podjednako

dobro kako za propilenglikol liposome tako i za konvencionalne liposome (oko 50%), dok je

najlosije bilo u kationskim liposomima (32%).

100
90

Azitromicin (%)

= Konvencionalni liposomi = Deformabilni liposomi
= Propilenglikol liposomi = Kationski liposomi

Slika 5. Uspjesnost uklapanja azitromicina
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4.3. Ispitivanja citotoksi¢nosti liposoma s azitromicinom na MJ90OhTERT fibroblastima

Biokompatibilnost razli¢itih tipova liposoma s MJ9OhTERT fibroblastima procijenjena je
na temelju provedenih ispitivanja citotoksi¢nosti koristenjem MTT testa, odnosno mjerenjem
stani¢ne metabolicke aktivnosti nakon tretiranja stanica s ispitivanim uzorcima liposoma.
Stanicna linija bila je izloZzena liposomima s uklopljenim azitromicinom ili otopini
azitromicina u koncentraciji azitromicina od 0,25 do 256 pg/ml. Raspon koncentracija bio je
daleko veé¢i od minimalne biofilm inhibitorne koncentracije azitromicina za S. aureus ATCC
29213 i MRSA Kklini¢ke izolate: MRSA 10674, MRSA 10676, MRSA 10677, MRSA 10679 i
MRSA 10680 (Rukavina i sur., 2018).

Rezultati provedenih ispitivanja citotoksi¢nosti/biokompatibilnosti prikazani su u Tablici
3. Pri koncentracijama azitromicina 0,25-4 pg/ml svi su liposomi s azitromicinom bili
kompatibilni s fibroblastima buduci da je vijabilnost stanica bila iznad 80%. Pri koncentraciji
azitromicina od 16 pg/ml, vijabilnost ve¢u od 80% imali su jedino konvencionalni liposomi s
azitromicinom. Kod deformabilnih i propilenglikol liposoma vijabilnost fibroblasta kretala se
oko 70%, dok je za kationske preparacije bila neznatno manja od 70%. Pri visokim testiranim
koncentracijama azitromicina (64 i 256 pg/ml) vijabilnost MJ9OhTERT fibroblasta se
znacajno smanjila za sve ispitivane uzorke liposoma te je bila manja od 60%. Koncentracija
ispitivanog uzorka pri kojoj je vijabilnost stanica manja od 70% smatra se citotoksi¢nom
koncentracijom (1SO10993-5, 1992).

Za razliku od liposomskih formulacija azitromicina, otopina azitromicina je pokazala
znacajnu citotoksi¢nost ve¢ pri koncentraciji od 16 ug/ml. Vijabilnost fibroblasta iznosila je
49%, a pri najvisoj testiranoj koncentraciji (256 pg/ml) pala je na 36%. Dakle, uklapanjem
azitromicina u liposome znacajno se smanjuje njegova citotoksi¢nost. Nadalje, (fosfo)lipidni
sastav liposoma i prisustvo suotapala (propilenglikol) takoder utjeCu na kompatibilnost
uklopljenim lijekovima u odnosu na druge tipove stanica, npr. keratinocite (Duvnjak Romi¢ i
sur., 2016; Hafner i sur., 2011).
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Tablica 3. Vijabilnost MJ9OhTERT fibroblasta (%) nakon 24 sata inkubacije s razli¢itim tipovima liposoma ili otopinom azitromicina.

Vijabilnost MJ9OhTERT fibroblasta (%)

Koncentracija
azitromicina u Konvencionalni Deformabilni Propilenglikol Kationski liposomi Otopina
liposomima (pg/mil) liposomi liposomi liposomi azitromicina
0,25 89,82 + 10,75 82,43 + 9,87 95,95 + 14,72 90,21 + 2,46 83,36 + 6,31
1 104,26 + 6,36 88,95 + 5,84 102,66 + 12,85 89,98 + 3,95 86,13 + 8,67
4 96,43 + 13,82 88,50 + 12,68 96,88 + 12,91 91,80 + 16,63 71,99 + 4,56
16 84,68 + 7,39 77,72+ 6,78 72,83+7,31 66,29 + 2,05 * 49,41 +1,63*
64 52,62 +531* 48,29 + 4,87 * 53,41+ 3,86 * 36,22 +2,98 * 53,69 + 9,56 *
256 45,52 + 8,47 * 41,48 + 7,77 * 57,21 +8,22 * 37,66 + 2,26 * 36,58 + 7,10 *

*Vijabilnost stanica manja od 70%
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4.4. In vitro ispitivanje citotoksi¢nosti liposoma bez uklopljenog azitromicina (,,prazni
liposomi) na MJ9OhTERT fibroblastima

Osim ispitivanja potencijalnog citotoksicnog ucinka liposoma s uklopljenim
azitromicinom i otopine azitromicina, paralelno su, pod istim uvjetima, provedena ispitivanja
,praznih“ liposoma (bez uklopljenog azitromicina) i otapala koriStenog za izradu otopine
azitromicina. Raspon koncentracija lipida koriStenih za pripremu liposoma odgovarao je
onima koristenim u ispitivanjima liposoma s uklopljenim azitromicinom i iznosio je od 0,83
pg/ml do 853,2 pg/ml. Svrha ovog ispitivanja bila je eliminirati potencijalan citotoksi¢ni
ucinak sirovina koristenih za pripremu liposoma i otopine azitromicina.

Rezultati ispitivanja prikazani Tablicom 4 pokazuju da su sve liposomske preparacije
bez uklopljenog lijeka bile biokompatibilne s fibroblastima ¢ak i u koncentraciji lipida od 213
pa/ml. Vijabilnost fibroblasta bila je ve¢a od 70%. Jedina iznimka bili su kationski liposomi
koji su pri toj koncentraciji pokazali citotoksicne ucinke. Naime, vijabilnost fibroblasta
tretiranih praznim kationskim liposomima iznosila je samo 37%. Pri najviSoj testiranoj
koncentraciji lipida (853 pg/ml, koja odgovara najviSoj testiranoj koncentraciji liposoma s
azitromicinom) vijabilnost kationskih liposoma neznatno je pala (na 33%). Zanimljivo je
spomenuti da su pri toj koncentraciji (853 pg/ml) konvencionalni i deformabilni liposomi
pokazali tek blagi citotoksi¢ni uc¢inak (vijabilnost 55-60%). Nasuprot tome, propilenglikol
liposomi su bili biokompatibilni, pri ¢emu je vijabilnost fibroblasta iznosila ¢ak 75%.
S druge strane, otapalo koristeno za izradu otopine azitromicina bilo je citotoksi¢no tek pri
najvecoj testiranoj koncentraciji (Tablica 4), $to znaCi da je citotoksi¢nost otopine
azitromicina (Tablica 3) uzrokovana samim azitromicinom, a ne otapalom KoriStenim za

izradu otopine lijeka.

Provedena ispitivanja citotoksi¢nosti razli¢itih tipova liposoma s azitromicinom na
fibroblastima pokazuju citotoksi¢ni uc¢inak kationskih liposoma, ali tek pri visokim
koncentracijama lipida (213 i 853 pg/ml). Razlog tome je prisutni kationski lipid DODAB u
ovojnici liposoma. Naime, Kationski lipidi s kvaternim dusikom u svojoj molekularnoj
strukturi djeluju antibakterijski, ali je poznato i da uzrokuju citotoksi¢ne uc¢inke (Manosroi i
sur., 2008; Ragioto i sur., 2014; Soenen i sur., 2009). Tome u prilog idu i istrazivanja koja su
proveli Carmonna-Ribeiro i sur. (1997), a koja su pokazala da je 0,5 mM DODAB toksi¢an za

50% fibroblasta u kulturi stanica.
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Premda rezultati provedenih ispitivanja upucuju na toksi¢nost kationskih liposoma s
azitromicinom, valja naglasiti da su ispitivane koncentracije pri kojima su kationski liposomi
pokazali citotoksi¢nost bile poprilicno visoke. Naime minimalne biofilm inhibitorne
koncentracije (MBIK) na MRSA klinicke izolate postignute primjenom kationskih liposoma
bile su izrazito niske (0,5-1 pg/ml) (Rukavina i sur., 2018) te su pri navedenim
koncentracijama kationski liposomi bili biokompatibilni s fibroblastima (vijabilnost stanica
iznosila je 90%).
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Tablica 4. Vijabilnost MJ9OhTERT fibroblasta (%) nakon 24 sata inkubacije s razli¢itim liposomima bez uklopljenog azitromicina i

otapalom koristenim za izradu otopine azitromicina.

Koncentracija lipida

Vijabilnost MJ9OhTERT fibroblasta (%)

u liposomima Konvencionalni Deformabilni Propilenglikol Kationski liposomi Otapalo
(ng/ml) liposomi liposomi liposomi

0,83 84,68 + 12,42 93,44 + 16,18 86,94 + 11,94 104,33 £ 5,31 88,51 + 1,26
33 90,31 +£5,14 88,05 + 4,38 103,82 + 7,64 92,03 + 11,07 92,50 + 4,83
13,3 98,38 £ 6,36 90,75+ 7,21 87,17 +£9,24 89,07 £ 10,44 85,56 + 5,68
53,3 95,94 + 4,78 78,39 £ 4,38 86,47 £ 4,00 70,16 £ 5,52 75,49 £ 1,88

213,3 70,83 + 18,84 72,78 + 14,69 74,91 + 3,02 36,90 £ 7,70 * 72,52 £ 4,40

853,2 59,72 £ 13,32 * 54,81 £12,23 * 75,37 £ 3,42 33,22 £527 * 61,93 £ 3,09 *

*Vijabilnost stanica manja od 70%.
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5. ZAKLJUCCI

Koristenjem film metode i naknadnom ekstruzijom pripremljeni su liposomi s
azitromicinom razli¢itog naboja na povrsini i elasti¢nosti/rigidnosti fosfolipidnih dvoslojeva.

Srednji promjeri svih ispitivanih liposoma iznosili su oko 150 nm te su bili niskog
indeksa polidisperznosti (do 0,14) izuzev kationskih liposoma (217 nm; 0,43).

Sastav liposoma odrazio se i na uspjeSnost uklapanja azitromicina; najbolje je
postignuto s deformabilnim, a najslabije s kationskim liposomima.

Sve ispitivane liposomske formulacije imale su izrazito negativne (konvencionalni,
deformabilni i propilenglikol liposomi) ili pozitivne (kationski liposomi) vrijednosti zeta
potencijala koje ukazuju na fizi¢ku stabilnost liposomskih disperzija.

In vitro ispitivanja biokompatibilnosti na fibroblastima soja MJ9OhTERT tijekom 24
sata inkubacije, pokazala su na najbolju kompatibilnost propilenglikol liposoma pri
koncentracijama fosfolipida i lijeka koje su bile ¢ak 64 puta veée od minimalne biofilm
inhibitorne koncentracije za MRSA klinicke izolate.

Najveci citotoksi¢ni ucinak postignut je s kationskim liposomima zbog prisutnog
kationskog lipida u membrani liposoma. Medutim, te rezultate treba uzeti s oprezom buduci
da su kationski liposomi u koncentracijama azitromicina ¢ak 4 puta ve¢im od minimalnih
biofilm inhibitornih koncentracija kationskih liposoma na MRSA izolate, bili kompatibilni s
fibroblastima (vijabilnost 90%).
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7. SAZETAK

Svrha ovog rada bila je ispitati biokompatibilnost/citotoksi¢nost razlicitih tipova
liposoma s azitromicinom na MJ90OhTERT fibroblastima. Konvencionalni, deformabilni,
propilenglikol i kationski liposomi s azitromicinom medusobno su se razlikovali po
(fosfo)lipidnom sastavu i prisustvu suotapala (propilenglikol). Liposomi su pripravljeni tzv.
film metodom, a primjenom ekstruzije postignuta je prikladna veli¢ina liposoma za topikalnu
primjenu. Sastav liposoma utjecao je na fizikalna svojstva liposoma, posebice naboj na
povrsini i uspjeSnost uklapanja azitromicina. Provedena in vitro ispitivanja citotoksi¢nosti
pokazala su biokompatibilnost svih ispitivanih liposoma s fibroblastima u koncentracijama
azitromicina s kojima se postize adekvatan antimikrobni ucinak liposomskih formulacija.
Usporedba razli¢itih tipova liposoma pokazala je najbolju kompatibilnost propilenglikol
liposoma, a najmanju kationskih liposoma koja je posljedica prisutnosti kationskog lipida
(DODAB-a) u fosfolipidnom dvosloju.
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SUMMARY

The aim of this study was to investigate the biocompatibility/cytotoxicity of the
different types of azithromycin-loaded liposomes on the MJ90hTERT fibroblasts.
Conventional, deformable, propylene glycol and cationic liposomes encapsulating
azithromycin, and differing in (phospho)lipid composition and the presence of co-solvent
(propylene glycol), were prepared using the film hydration method. The suitable size of the
liposomes for topical application was achieved by their extrusion through the membranes of
400 and 200 nm. The composition of liposomes has proven to influence the physical
properties of liposomes, particularly the surface charge and the entrapment efficiency of
azithromycin. All the azithromycin-loaded liposomes were biocompatible with the fibroblasts
at azithromycin concentrations showing appropriate antibacterial effect. The comparison of
the different types of liposomes demonstrated the highest level of compatibility with the
MJ9OhTERT cells for propylene glycol liposomes and the lowest for cationic liposomes, due
to the presence of the cationic lipid (DODAB) in the (phospho)lipid bilayers.
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SAZETAK

Svrha ovog rada bila je ispitati biokompatibilnost/citotoksi¢nost razli¢itih tipova liposoma s
azitromicinom na  MJ9OhTERT fibroblastima.  Konvencionalni,  deformabilni,
propilenglikol i kationski liposomi s azitromicinom medusobno su se razlikovali po
(fosfo)lipidnom sastavu i prisustvu suotapala (propilenglikol). Liposomi su pripravljeni tzv.
film metodom, a primjenom ekstruzije postignuta je prikladna veli¢ina liposoma za
topikalnu primjenu. Sastav liposoma utjecao je na fizikalna svojstva liposoma, posebice
naboj na povrSini i uspjeSnost uklapanja azitromicina. Provedena in vitro ispitivanja
citotoksi¢nosti pokazala su biokompatibilnost svih ispitivanih liposoma s fibroblastima u
koncentracijama azitromicina s kojima se postize adekvatan antimikrobni ucinak
liposomskih formulacija. Usporedba razli¢itih tipova liposoma pokazala je najbolju
kompatibilnost propilenglikol liposoma, a najmanju kationskih liposoma koja je posljedica
prisutnosti kationskog lipida (DODAB-a) u fosfolipidnom dvosloju.
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The aim of this study was to investigate the biocompatibility/cytotoxicity of the different
types of azithromycin-loaded liposomes on the MJ9OhTERT fibroblasts. Conventional,
deformable, propylene glycol and cationic liposomes encapsulating azithromycin, and
differing in (phospho)lipid composition and the presence of co-solvent (propylene glycol),
were prepared using the film hydration method. The suitable size of the liposomes for topical
application was achieved by their extrusion through the membranes of 400 and 200 nm. The
composition of liposomes has proven to influence the physical properties of liposomes,
particularly the surface charge and the entrapment efficiency of azithromycin. All the
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concentrations showing appropriate antibacterial effect. The comparison of the different types
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