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POLISAHARIDNI MUKOADHEZIVNI VEHIKULUMI KAO NOSACI ZA
LEKOVITE SUPSTANCE 1Z GRUPE ANTIHISTAMINIKA ZA
OFTALMOLOSKU PRIMENU

Sazetak

Cilj ove doktorske disertacije bio je razvoj polisaharidnih, mukoadhezivnih oftalmoloskih
lubrikanasa/vehikuluma koji sadrze derivate celuloze, derivat guar gume, hitozan i natrijum-
hijaluronat u kombinaciji ili pojedina¢no, kao nosaca za lekovite supstance iz grupe antihistaminika.
Kombinacije polimera pokazale su sinergisticki efekat na reolosko i mukoadhezivno ponasanje
izradenih oftalmoloskih vehikuluma Kkoji poseduju potencijal za produzeno zadrzavanje u suznom
filmu. Oftalmoloski vehikulumi odgovarajucih fizicko-hemijskih i funkcionalnih karakteristika
odabrani su za izradu kapi za o¢i sa model lekovitim supstancama (olopatadin i ketotifen).

Dobijeni rezultati potvrdili su kompatibilnost izmedu model lekovitih supstanci i
upotrebljenih polimera (hidroksipropil guar gume, hitozana srednje molekulske mase i natrijum-
hijaluronata). Studije permeabilnosti uspesno su sprovedene primenom modela zasnovanih na HCE-
T ¢elijama 1 paralelnim vestackim membranama (PAMPA). Potvrdena je sposobnost hitozana da
poboljsava permeabilnost kroz model roznjace, dok se potencijalna uloga hidroksipropil guar gume i
natrijum-hijaluronata ogledala u produzavanju vremena kontakta sa roznjacom. Biokompatibilnost
ispitivanih formulacija potvrdena je izvodenjem MTT citotoksi¢nog testa na HCE-T celijskom
modelu. Procena efikasnosti kapi za o¢i koje sadrze kombinacije polisaharidnih polimera kao nosaca
za olopatadin i ketotifen sprovedena je u testu svraba oka izazvanog histaminom na misevima (model
akutnog alergijskog konjunktivitisa). Ispitivani polimeri doprineli su duzem zadrzavanju lekovitih
supstanci na povrsini oka zahvalju¢i povecanju viskoziteta i dobrim mukoadhezivnim svojstvima,
kao i poboljsanoj permeabilnosti, Sto je doprinelo duzem trajanju i povecanju intenziteta
antipruritusnog dejstva, u odnosu na kapi za o¢i koje u sastavu ne sadrze polisaharidne polimere.

Kljuéne reci: polisaharidni polimeri, mukoadhezivnost, oftalmoloski vehikulumi, olopatadin,

ketotifen, permeabilnost, biokompatibilnost, in vitro ¢elijski modeli, in vivo okularni test svraba

Naucna oblast: Farmacija

UZa nau¢na oblast: Farmaceutska tehnologija






POLYSACCHARIDE MUCOADHESIVE VEHICLES AS CARRIERS FOR
ANTIHISTAMINIC DRUGS FOR OPHTHALMIC APPLICATION

Abstract

The aim of this study was development of viscous polysaccharide, mucoadhesive
lubricants/ophthalmic ~ vehicles  containing  cellulose  derivatives  (hypromellose and
hydroxyethylcellulose), derivative of guar gum, chitosan and sodium hyluronate alone or in
combination. Combinations of polymers exhibited synergistic effects on rheological and
mucoadhesive behavior of the compounded ophthalmic vehicles. The compounded lubricants showed
potential for a prolonged retention time in tear film. Ophthalmic vehicles with appropriate
physicochemical properties and functionality were selected for the further formulation of eye drops
with antihistaminic model drugs (olopatadine and ketotifen).

The obtained results revealed compatibility between model drugs and the polymers
(hydroxypropyl guar gum, medium molecular weight chitosan, sodium hyaluronate). The drug
permeability studies were successfully performed using HCE-T cell based models and the parallel
artificial membrane permeability assay (PAMPA). Permeability enchasing property of chitosan was
confirmed, while the potential role of hydroxypropyl guar gum and sodium hyaluronate was in
prolonging of a contact time with the cornea. The MTT cytotoxicity assay performed on HCE-T cell
based confirmed the biocompatibility of the tested formulations. The effectiveness of eye drops
containing combinations of polysaccharide polymers was evaluated in a test of ocular itching induced
by histamine in mice (model of acute allergic conjunctivitis). The investigated polymers improved
drugs retention at the eye surface due to increased viscosity and good mucoadhesive properties, and
improved permeability as well, which resulted in a more prolonged and pronounced anti-pruritic
effect, in comparison with the aqueous solutions without polysaccharide polymers.

Keywords: polysaccharide polymers, mucoadhesiveness, ophthalmic vehicles, olopatadine,

ketotifen, permeability, biocompatibility, in vitro cell models, in vivo ocular itch test

Scientific field: Pharmacy
Scientific subfield: Pharmaceutical technology
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1.UVvOD






1.1 TEORIJSKI ASPEKTI OFTALMOLOSKE PRIMENE LEKOVA
1.1.1 Grada oka

Ljudsko oko je jedan od najkompleksnijih delova tela (slika 1.1). Oko je anatomski podeljeno
u dva segmenta:

(1) prednji segment koji se sastoji od roznjace (kornea), konjunktive, duzice, zenice, prednje
I zadnje komore ispunjenih o¢nom vodicom, trabekularne mreze i sociva;

(2) zadnji segment oka sastoji se od beonjace, sudovnjace, mreznjace, staklastog tela, slepe
mrlje i optickog nerva [1].

konjunktiva

staklasto telo

prednja beonjaca
komora

: sudovnjaca
suzni

= | mreznjaca
roznjaca \ '., (retina)
.“ L
duzica .--:_----n .

S

Slika 1.1. Sematski prikaz ljudskog oka (prilagodeno iz [2])

RoZnjaca S§titi osetljive unutraSnje strukture oka od spoljaSnjih Stetnih uticaja. RoZnjaca je
bezbojno, prozirno, avaskularizovano i dobro inervisano tkivo koje se snabdeva hranjivim materijama
i kiseonikom iz suzne te¢nosti i oéne vodice [2]. Sa¢injena je od pet do sedam slojeva (slika 1.2):
povrsinskog epitela, prednje grani¢ne membrane (engl. Bowman’s Layer), srediSnjeg sloja (strome),
zadnje grani¢éne membrane (Descemetova membrana) i unutrasnjeg endotela. Prosean dijametar
roznjace iznosi 12 mm, a debljina 520 pm. Suzni film prekriva povrsinu roznjace i $titi oko od
iritanasa. Epitel je sastavljen od sloja bazalnih celija (debljine oko 50 pm) kojeg ¢ine 4-5 slojeva
¢elija skvamoznog epitela povezanih medusobno ¢vrstim vezama (engl. tight junctions) kako bi
formirale barijeru koja sprecava gubitak te¢nosti, ali i penetraciju stranih materija kao §to su prasina,
bakterije i sl. Epitel je inervisan brojnim tankim nervnim zavrSecima koji ¢ine roznja¢u veoma
osetljivom na bol [1, 3]. PovrSina roznjace poseduje najvecu gustinu nervnih zavrSetaka u poredenju
sa drugim organima u ljudskom telu (7000 receptora za bol po mm?) [2].

Prednja grani¢na membrana (Boumanova membrana) je bezcelijsko vezivno tkivo sacinjeno
od snaznih slojevitih proteinskih vlakana, tj. kolagena. Stroma obuhvata najveci deo roznjace u ¢ijem
sastavu je najviSe zastupljena voda (78%), a ostatak je dominatno kolagen koji daje Cvrstinu,
elasti¢nost i oblik roZznjac¢i. Zadnja grani¢na membrana (Descemetova membrana) je tanak, ali ¢vrst
sloj tkiva, sacinjen od kolagenih vlakana, koji sluzi kao zastitna barijera od infekcija i povreda. Lako
moze da se regeneriSe nakon povrede. Endotel predstavlja jednoslojni unutrasnji sloj roznjace,
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okrenut prema prednjoj ocnoj komori. Jedna od najvaznijih funkcija endotela je da odrzava stromu
bistrom i zdravom svojim ¢vrstim meducelijskim vezama te obezbeduje hranjive materije i molekule
iz o¢ne vodice. Odgovoran je za sintezu Descemetove membrane [1, 3].

=g Epitel
Boumanova
& @ @ 8 membrana
o 00 o 00 o 0%
o 0 0 00000000°o.o.

0..000800 .o.o:" .0.03" .0.080

o0 * g0 0 40 0 4o
® o E &
.0.0.0 .0.0.0 N .0.....0...0 s Stroma
@ *0
e 0.0.:.. 0.0.3. o .’00 ®eete
" K] o0 . e 0 . o0

Descemetova

membrana

0(00/0(0/0/0/0/0 =

Slika 1.2. Sematski prikaz strukture roznja¢e (prilagodeno iz [4])

Konjunktiva je sluzokoza koja oblaze unutrasnjost kapaka i prednji deo beonjace do roznjace.
Konjunktiva ¢vrsto prijanja za ivice roznjace, a U konjunktivalnoj vreéici (engl. cul-de-sac) labavi
nabori omogucavaju lako kretanje oka. Dobro je vaskularizovana i u njenom sastavu se nalaze
peharaste ¢elije koje predstavljaju jednocelijske zlezde ¢ija je osnovna funkcija luéenje mucina, koji
podmazuje oko i sprecava ulazak mikroorganizama (slika 1.3).

Ove okrugle ili ovalne ¢elije mogu izluciti dnevno oko 2,2 ml mukusa koji podmazuje i titi
epitelne celije. Pored toga, mukus smanjuje povrSinsku aktivnost suznog filma, ¢ime omogucava
njegovu stabilnost [1]. U konjunktivi se nalaze agregati limfoidnog tkiva koje je obi¢no prisutno u
sluzokozama 1 koje se po svojoj strukturi, lokaciji i1 Celijskom sastavu razlikuje od primarnog
limfoidnog tkiva (slezina, limfni ¢vorovi). Ovaj specijalizovani epitel poseduje ¢elije sa jedinstvenim
apikalnim mikro-naborima koje imaju sposobnost da preuzmu, obrade i isporuce antigene drugim
¢elijama (engl. antigen-presenting cells) [3].



Mukusni sloj

Cilijarne celije
pseudoslojevitog —__

Mucin u peharastim

_Celijama

Lamina propria )/\Q, / ) Q
/' S

Misiéni sloj

Bazalna membrana

Slika 1.3. Sematski prikaz grade sluzokoze (engl. mucosal membrane) (prilagodeno iz [5])

1.1.2 Anatomske i fizioloSke barijere oka

Nekoliko prekornealnih faktora utice na adekvatnu isporuku lokalno aplikovanih lekova u
prednji segment oka (slika 1.4). Tu se ubrajaju ukupna doza/aplikovana zapremina, nazolakrimalna
drenaza, izmena suza, isparavanje suza, razblazivanje suza, pH vrednost suza, interakcija lek-protein,
metabolizam leka i krvno-retinalna barijera [6].

[ Primenjena doza J

Lek-protein
interakcija

{ Isparavanje suza J

Metabol ek Kornealna
etabolizam leka |+ y S
Prekornealno apsorpeija
podrudje
y " J Konjunktivalna
Drenaia ..
apsorpcija

[ Refleksno suzenje J, { Fiziolo$ka izmena J
Suza

Slika 1.4. Prekornealni faktori koji uti¢u na okularnu raspolozivost lokalno primenjenih lekova [6]

Primarne anatomske barijere (staticke barijere) za penetraciju lekovitih supstanci u oko su
roznjaca i konjunktiva. Epitel i endotel roznjace zbog prisustva lipida, predstavljaju osnovnu barijeru
za permeaciju hidrosolubilnih supstanci, dok stroma ograni¢ava permeaciju liposolubilnih supstanci
[1, 7]. Stoga, da bi lek permeirao kroz epitel roznjace u oko treba da ima odgovarajucu lipofilnost,
ali da bude i dovoljno hidrofilan kako bi prosao kroz stromu [8]. Uz roznjacu, konjunktiva kao prvi
sloj prednjeg segmenta oka, predstavlja takode barijeru za lokalno aplikovane lekove. Zbog prisustva
¢vrstih veza na apikalnoj povrsini njenih ¢elija, ali i sastava samog tkiva, prisustva enzima esteraze
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koji razlaze lekovite supstance, efluksnih transportnih proteina koji prenose lekovite supstance iz
¢elijske citoplazme, visokog protoka krvi i prisustva suznog filma, ogranic¢ena je permeacija lekovitih
supstanci [1].

Beonjaca je sledeci deo barijere oka. Njen spoljasnji sloj je delimi¢no prekriven konjunktivom
koja se prostire do spoljasnje povrsine kapaka. Supstance koje permeiraju u krvne sudove konjunktive
i beonjace, prelaze u sistemsku cirkulaciju [7].

Dinamicke barijere oka ukljucuju fizioloski i refleksni proces stvaranja suza, refleks treptanja,
te nazolakrimalnu drenazu. Proces treptanja omogucava rasprostiranje suzne te¢nosti preko povrsine
oka i drenazu suzne teCnosti preko nazolakrimalnog kanala u nos, a zatim niz Zzdrelo u
gastrointestinalni trakt. Cirkulacija limfe i krvi imaju ulogu dinamickih barijera za apsorpciju
lekovitih supstanci. Pored navedenog, ostali fizioloski faktori su proteini prisutni u suznoj tecnosti i
metabolizam usled aktivnosti esteraza u prednjem segmentu oka. U zavisnosti od fizioloSkog stanja,
suzna tec¢nost sadrzi 2% ili vise proteina. Veliki broj enzima, prisutnih u suznoj te¢nosti, kao $to su
esteraze, aminopeptidaze i monoaminoksidaze, dovode do inaktivacije velikog broja lekovitih
supstanci [1, 7].

Karakteristicna anatomska grada i navedeni fizioloSki mehanizmi ¢ine prirodnu zastitu oka
od nepovoljnih i stetnih spoljasnjih uticaja, ali ujedno predstavljaju i glavni problem za postizanje i
odrzavanje terapijske koncentracije leka u ciljnom tkivu koja bi trebalo da proizvede odgovarajuci
farmakoloski odgovor [2].

1.1.2.1 LudenjeidrenaZa suza

Postoje brojni izazovi u terapiji bolesti oka, a jedan od najvec¢ih je upravo odrzavanje
terapijske koncentracije leka na mestu primene usled stalnog lu¢enja i drenaze suza [8]. Suzne Zlezde
luée suznu te¢nost koja podmazuje povrsine konjunktive i roznjace i formira suzni film. Suzni film
omogucéava odrzavanje optickih svojstava povrsine roznjace, snabdevanje kiseonikom i hranjivim
materijama avaskularne roznjace, podmazuje povrsinu izmedu unutrasnje strane kapaka i povrsine
roznjace, uklanja strana tela, ¢elije, te obezbeduje antimikrobna svojstva roznjace [3].

Suzni film (slika 1.5) nastaje kao rezultat aktivnosti lakrimalnog sistema kojeg ¢ine: suzne
Zlezde (orbitalne i palpebralne) i sekretorni deo (suzna kesica, suzni kanali). Najcesce se opisuje kao
slozena mesavina koja se sastoji od tri glavna sloja: unutrasnjeg mukusnog sloja ili mucina koji
proizvode peharaste Celije konjunktive, ali i Celije slojevitog skvamoznog epitela roznjace i
konjunktive; srediSnjeg vodenog sloja (¢ini ga 95% vode, elektroliti, glukoza, urea, proteini) kojeg
luée suzne zlezde; te povrSinskog lipidnog sloja koji lu¢e Meibomove Zlezde (engl. Meibomian
glands) smestene na ivicama o¢nih kapaka [2, 3]. Lipidni sloj smanjuje isparavanje suzne te¢nosti sa
povrsine oka i obezbeduje stabilnost suznog filma [1]. Sastav lipidnog sloja odrzava se u fizioloSkim
granicama pod uticajem androgena. Smanjenje njihove sekrecije, prisutno najéesce kod starijih, jedan
je od razloga razvoja sindroma suvog oka [2]. Sastav suza varira u zavisnosti da li je oko otvoreno ili
zatvoreno, stimulisano ili ne, u patoloskom ili fizioloskom stanju [9]. U normalnim uslovima suzne
zlezde luce 1,2 pl/min suzne te¢nosti, ali ova koli¢ina moze biti i veca pod uticajem razlicitih
mehanic¢kih ili fizioloSkih stimulusa [3]. Volumen suzne te¢nosti pod fiziolo§kim uslovima iznosi 7
do 10 pl sa brzinom izmene od 16% po minuti [8].



S Lipidni sloj

Vodeni sloj

Mukusni sloj

'—‘A”““ Epitelni sloj

% Epitel roznjace (mikrovili 1

Konjunktivalni epitel (peharaste vezani mucin)
¢elije i izlu¢eni mucin)

Slika 1.5. Sematski prikaz grade suznog filma (prilagodeno iz [10])

Jedan deo izlucenih suza biva izgubljen usled isparavanja (10-25%), a ostatak prolazi kroz
nazolakrimalni kanal koji se otvara u donji nosni hodnik. Drenazni sistem pocinje u tackama (gornja
i donja) na medijalnim stranama kapaka. Tacke predstavljaju otvore kanali¢a (pre¢nika 10 um do
0,5-1,0 mm). Kanali su obloZeni slojevitim skvamoznim epitelom i okruzeni miSi¢em orbikularisom
[3, 11].

Suzni film je samo privremeno stabilan. Stabilnost suznog filma moze biti naruSena u
prisustvu povrsinski aktivnih supstanci koje dovode do rastvaranja povrsinskog lipidnog sloja. Nakon
10-20 sekundi dolazi do pucanja suznog filma i formiranja suvih ta¢aka na povrsini roznjace. Nastale
suve tacke iritiraju nervne zavrSetke u roznjaci 1 aktiviraju suzni sistem, Sto pokrece refleks treptanja.
Kod osoba koje pate od sindroma suvog oka, suve tacke na roznjaci nastaju i bez prisustva povrsinsKi
aktivnih supstanci. Stabilnost filma moze biti narusena i usled smanjenja lucenja lipida, suza ili
mucina. Smanjena stabilnost suznog filma dovodi do povecanja ucestalosti treptanja, i jedan je od
Cestih uzroka pojave sindroma suvog oka [2, 12].

Povrsinski napon suzne te€nosti zavisi od prisustva mucina, lipokalina 1 lipida. Normalna
vrednost povrSinskog napona na medupovrSini vazduh/suzna te¢nost, koji osigurava odgovarajucu
stabilnost suznog filma, nalazi se u opsegu 40-46 mN/m i oftalmoloski preparati (npr. kapi za oci)
¢iji povrSinski napon je manji od 35 mN/m na oku izazivaju osecaj bola i nelagode. Posledi¢no, dolazi
do povecanog lucenja suza i u€estalijeg treptanja Sto sve dovodi do brZeg spiranja lekovite supstance
sa povr$ine oka i slabije okularne raspolozivosti [2, 13]. Generalno, lipidni sloj suznog filma klju¢ni
je faktor odgovoran za povrsinski napon suzne te€nosti i njegova sposobnost odrzavanja povrsSinskog
napona, znacajna je za stabilnost suznog filma [14].

1.1.3 Farmakokinetika lokalno aplikovanih lekova

Topikalna (lokalna) aplikacija, zbog jednostavnosti primene, pogodnosti i neinvazivnosti je
najéesci put primene lekova u terapiji oboljenja prednjeg segmenta oka. Kapi za o¢i ¢ine oko 90%
svih oftalmoloskih proizvoda dostupnih na trzistu. Neke od prednosti lokalne primene lekova na oko,
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pored neinvazivnosti su jednostavnost formulacije i primene, moguénost samoleCenja, ¢ime se
poboljsava komplijansa, kao i ekonomska isplativost. U ove svrhe koriste se razli¢iti farmaceutski
oblici kao Sto su kapi za oci, rastvori, kapi za o¢i suspenzije, masti za oci i gelovi za o¢i. Medutim,
0vaj najpozeljniji put primene ima i izvesna ograni¢enja. BioraspoloZzivost u o¢noj vodici je samo 5%
za lipofilne molekule, a ¢ak ispod 0,5% za hidrofilne molekule [1, 8]. Mnoge formulacije za lokalnu
primenu lekova su efikasne u le¢enju oboljenja prednjeg segmenta oka, ali zbog brojnih navedenih
barijera na koje lek nailazi i relativno male koli¢ine preparata koja se primenjuje, koncentracija
lekovite supstance na mestu delovanja je obi¢no minimalna. Bez obzira na havedeno, lokalna primena
lekova, ostaje jedan od najracionalnijih puteva primene u lecenju oboljenja prednjeg segmenta oka

[1].

Nakon lokalne primene lekova, lekovita supstanca prelazi u intraokularna tkiva kornealnim i
nekornealnim putem. U zavisnosti od mesta prolaska, moze se razlikovati famakokinetika lekovite
supstance prednjeg i zadnjeg segmenta oka. Nakon primene leka u donju konjunktivalnu vrecicu,
lekovita supstanca prvo mora proéi kroz epitel roznjac¢e. Molekule lekovitih supstanci prolaze ¢elijske
membrane u najvecoj meri mehanizmom pasivne difuzije, olaksane difuzije i aktivnim transportom
posredstvom nosaca [15].

RozZnjaca se ponaSa kao tipi¢na celijska membrana i rastvorene supstance prolaze ovu
strukturu transcelularnim i paracelularnim putem [4, 15]. Pri fizioloskim pH vrednostima, povrSina
roznjaée je negativno naelektrisana zbog negativno naelektrisanih karboksilnih grupa proteina koji
Cine Cvrste veze. Stoga, negativno naelektrisani molekuli usled odbojnih sila imaju poteskoce u
prolasku kroz meducelijske pore epitela roznjace. Sa druge strane, pozitivno naelektrisane molekule
imaju bolju isporuku u roznja¢u. Medutim, jonska interakcija izmedu negativno naelektrisanih
proteina Cvrstih veza i pozitivno naelektrisanih molekula, s druge strane, takode mogu predstavljati
prepreku za permeaciju takvih molekula. Dakle, roznja¢a omoguéava pasivni transport molekula kroz
svoje Celije i taj transport ¢e zavisiti od prirode lekovite supstance i ekscipijenasa, tj. nalazi se pod
uticajem razliCitih faktora, kao $to su lipofilnost, molekulska masa, naelektrisanje i stepen jonizacije
lekovite supstance [1].

Epitel konjunktive zbog slicne grade ponasa se sli¢no epitelu roznjace [3]. Medutim, u
poredenju sa isporukom lekova kroz roznjacu, isporuka kroz konjunktivu je znatno slabije istrazena
Sto nije o¢ekivano, s obzirom na to da je konjunktiva uvek zahvaéena kada se radi o lokalnoj aplikaciji
lekova u le¢enju oboljenja prednjeg segmenta oka [1]. Nakon prolaska kroz konjunktivu, lekovite
supstance dospevaju u subkonjunktivalni venski pleksus preko kojeg prelaze u sistemsku cirkulaciju.
Pored toga, nakon lokalne primene, dolazi i do dreniranja preko nazolakrimalnog kanala u nos gde
se dalje javlja sistemska apsorpcija preko sluzokoze nosa. 1z ovih razloga, promenom lokalnih uslova,
kao Sto je povecanje viskoziteta suznog filma, moguce je produziti vreme zadrzavanja leka na mestu
primene, u cilju pobolj$anja okularne raspolozivosti [2, 3].

VVolumen prekornealnog suznog filma je oko 7 pul uz moguénost akomodacije konjunktivalne
vrecice Ciji kapacitet iznosi priblizno 15-30 pl [3]. Zapremina jedne kapi za oci koje se primenjuju
lokalno putem komercijalnih kapaljki iznosi od 25 pl do 70 pl [7], ali visak te¢nosti biva uklonjen
drenazom kroz nazolakrimalni kanal i usled treptanja. Stoga, aplikacija vise od jedne kapi nece
dovesti do poboljSanja okularne raspolozivosti, ali moze prouzrokovati sistemske toksi¢ne efekte
usled apsorpcije. Kapi za o¢i manjih zapremina bile bi korisne za pobolj$anje okularne raspolozivosti
i odnosa korist-rizik kod lekovitih supstanci za koje je poznato da pokazuju sistemsku toksi¢nost [3,
15]. Takode, suzna sekrecija moze biti povecana usled stimulacije senzornih nerava roznjace koji su
veoma osetljivi na nespecifi¢ne stimuluse, kao §to su pH, osmolalnost, priroda lekovite supstance ili
faktori formulacije, sto dovodi do ubrzane eliminacije leka iz prekornealnog prostora [15].

Vecina lekovitih supstanci koje se primenjuju lokalno na oku su u obliku soli kiselina i baza.
Njihove molekule u suznom filmu nalaze se pod uticajem pH vrednosti suznog filma u zavisnosti od
njihove koncentracije i svojstava. Stoga, obim njihove okularne raspolozivosti zavisi¢e od njihove
pKa vrednosti pri pH vrednosti prekornealnog suznog filma. Pored pKa vrednosti lekovite supstance,
njene molekulske mase, prisustvo konzervanasa, povrsinski aktivnih supstanci, sastav vehikuluma i
osmolalnost formulacije su takode faktori koji odreduju farmakokinetiku lekova u oku. Odredeni
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konzervansi koji ulaze u sastav formulacija za lokalnu primenu, kao $to je benzalkonijum-hlorid,
mogu da povecaju okularnu raspoloZivost lekova tako $to dovode do promena u ¢elijskoj membrani
[15].

Na osnhovu svega navedenog, dizajniranje novih sistema za isporuku lekova u ciljna tkiva koji mogu
dostaviti i odrzavati odgovarajucu terapijsku koncentraciju bez ili sa minimalnim nezeljenim
efektima glavni je fokus u trenutnim istrazivanjima na polju oftalmoloskih preparata [1, 16].

1.2 METODE ZA PREVAZILAZENJE PROBLEMA NISKE OKULARNE
RASPOLOZIVOSTI

Na osnovu prethodno navedenih anatomsko-fizioloskih karakteristika oka i oftalmoloSkog
puta primene lekova, ,,idealan preparat za oftalmolosku primenu trebalo bi da poseduje sledece
karakteristike:

» da se jednostavno primenjuje od strane pacijenta, bez stru¢ne pomoci i da ucestalost primene
bude svedena na minimum;
» daima dobru podnosljivost, bez izazivanja pojave nezeljenih efekata, kao i minimalan uticaj

na fiziologiju oka (npr. zamagljen vid);

» da omogu¢i produzeni kontakt lekovite supstance sa tkivom roznjace, uz minimalan

prekornealni gubitak, kao i lak prolazak kroz roznjacu [6].

Medutim, najveéi izazov u terapiji oboljenja oka je odrzavanje terapijske koncentracije
lekovite supstance na mestu primene, s§to predstavlja osnovni uzrok niske okularne raspolozivosti [2].
Iz tog razloga, Cesto je potrebno ucestalo doziranje visokih koncentracija lekovitih supstanci kako bi
se postigao adekvatan terapijski efekat, Sto dalje moze dovesti do nezeljenih efekata i oste¢enja Celija
na povrsini oka, a posledi¢no i slabije komplijanse [1]. Razli¢ite formulacione i terapijske strategije
se primenjuju u cilju povecanja koncentracije lekovite supstance na mestu delovanja i pobolj$anja
okularne raspolozivosti u ciljnom tkivu prednjeg i zadnjeg segmenta oka [4].

Koris¢enje mukoadhezivnih polimera koji povecavaju viskozitet suznog filma i pojacivaca
penetracije predstavljaju dva pristupa kojima se postizu izrazeniji terapijski efekti uz smanjenje
nezeljenih sistemskih efekata, primenom nizih koncentracija aktivnih supstanci. Oftalmoloski
preparati bazirani na mukoadhezivnim supstancama i pojaciva¢ima penetracije su jednostavni za
proizvodnju i pokazuju odli¢nu toleranciju kada se primenjuju na roznjacu. Prvi pristup dovodi do
znaajnog produzavanja vremena kontakta preparata sa roznjac¢om, dok drugi pristup dovodi do
povecanja brzine i koli¢ine transportovane lekovite supstance [17].

1.2.1 Primena polimera kao sredstava za poveéanje viskoziteta

Prvi formulacioni pristupi za pobolj$anje okularne raspolozivosti odnose se na uvodenje
polimera u sastav te¢nih oftalmoloskih preparata. Hidrofilni polimeri, pre svega polisaharidi i njihovi
derivati ulaze u sastav odredenog broja tecnih 1 hidrogel oftalmoloskih preparata pri cemu povecavaju
raspolozivost primenjenih lekova i unapreduju terapiju razlicitih oboljenja oka, delujuéi razli¢itim
mehanizmima. Sposobnost polimera da poveca viskozitet suznog filma, ali i ispoljavanje
bioadhezivnih svojstava, doprinosi znacajnom smanjenju drenaze, produzenom zadrzavanju
preparata na mestu primene, te boljoj terapijskoj efikasnosti primenjenog upotrebljenog leka [18].
Pored viskoziteta, za produzavanje vremena zadrZavanja na povrSsini oka, znac¢ajni su 1 drugi faktori,
kao S§to su povrsinska aktivnost, adhezija za povrSinu oka, kao i interakcija sa mucinom [2].

U cilju poboljSanja okularne raspoloZivosti koriS¢eni su razli€iti hidrofilni polimeri kao §to su
polivinilalkohol, poloksameri, derivati celuloze, hijaluronska kiselina, karbomeri i ksantan guma. Svi
navedeni polimeri u vecéoj ili manjoj meri doprinose poveéanju viskoziteta te¢nih oftalmoloskih
preparata, ali ne postoji usaglasenost o optimalnoj vrednosti ovog parametra. Viskozitet vecine
komercijalnih kapi za oc¢i iznosi od 15 do 25 mPa-s. Viskozitet oftalmoloskih preparata u opsegu 15—
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150 mPa-s omogucava duze zadrzavanje preparata U konjunktivalnoj vrecici i bolje odupiranje
drenaznom sistemu [1, 7]. Viskozitet suzne te¢nosti nalazi se obi¢no u opsegu 1,3-5,9 mPa-s [2].

Generalno, pacijenti slabo podnose isuviSe viskozne tecne preparate zbog sila smicanja koje
se javljaju pri pokretanju oka i treptanju. Stoga, pseudoplasti¢na svojstva, 0dnosno smanjenje
viskoziteta (engl. shear-thining) usled povecanja brzine smicanja prilikom treptanja je pozeljno kod
formulacija namenjenih za lokalnu oftalmolosku primenu. Pored viskoziteta, mukoadhezivnost i
prijatan ose¢aj nakon primene imaju znacajne uloge za okularnu raspolozivost, komplijasnu i konacan
terapijski efekat [19].

Vecina biopolimera koji ulaze u sastav tecnih oftalmoloskih preparata ukljucuju prirodne,
sintetske i polusintetske visokomolekulske supstance, koje su sposobne da formiraju jake
nekovalentne veze sa mucinom koji oblaze bioloske membrane, tj. poseduju mukoadhezivna svojstva
[18]. Mukoadhezivni polimeri se koriste u formulaciji viskoznih kapi za o¢€i, gelova, inserata i
mikrocCesti¢nih sistema [20].

Mukoadhezivnost je svojstvo nekih prirodnih i sintetskih makromolekula koje omoguéava
njihovo zadrzavanje na mestu primene ¢ime se moze posti¢i produzeno delovanje. Pojedini primeri
mukoadhezivnih polimera za oftalmolosku primenu su derivati celuloze (metilceluloza,
karboksimetilceluloza, hidroksipropilceluloza i hidroksietilceluloza), polivinilalkohol, poliakrilna
kiselina, hitozan i hijaluronska kiselina. Biodegradabilnost, biokompatibilnost i netoksi¢nost
prirodnih biopolimera, narocito glukozaminoglikana, ¢ini ove supstance odli¢nim kandidatima za
razvoj savremenih oftalmoloskih preparata [15, 18]. Osobine polimera koje uti¢u na ispoljavanje
mukoadhezivnosti su hidratacija ili stepen bubrenja, molekulska masa, konformacija molekule ili
fleksibilnost i pokretljivost polimernih lanaca, funkcionalne grupe i koncentracija [10]. Molekulska
masa je generalno jedan od najznacajnijih faktora koji uti¢e na funkcionalne karakteristike polimera,
kao $to su polisaharidi [21].

Uoceno je da naelektrisani polimeri, bilo anjonski ili katjonski, poseduju ve¢i mukoadhezivni
kapacitet od nejonskih polimera kao §to su celulozni etri ili polivinilalkohol. Katjonski
mukoadhezivni polimeri (npr. hitozan) stupaju u elektrostaticke interakcije sa negativno
naelektrisanim mucinom, dok se interakcija izmedu negativno naelektrisanih polimera (npr.
hijaluronska kiselina, natrijum-alginat, ksantan guma, pektin) i epitela roznjace zasniva pre svega na
intenzivnom formiranju vodoni¢nih veza [10]. Poznato je da hidrofilni bioadhezivni polimeri
poseduju veliki broj funkcionalnih grupa kao Sto sulfatne, hidroksilne, karboksilne i amidne koje
formiraju brojne nekovalentne veze sa slojem mucina u prekornealnom podruéju i na konjunktivi gde
god je mucin prisutan [1]. U oftalmoloskim preparatima, bioadhezivni nehidratisani polimeri koriste
se u koncentracijama u kojima ispoljavaju optimalan viskozitet. U nabubrelom, odnosho
hidratisanom stanju, razdaljina izmedu lanaca polimera dovodi do fleksibilnosti polimera S$to
omogucava ujednaceno Sirenje na roznjaci i konjunktivi. Sila interakcije polimer-mucin se javlja kada
mukoadhezivni polimer interreaguje sa epitelom roznjace. Koris¢enjem in vitro viskozimetrijskih
podataka, pomenuta interakcija se moze definisati kao polimer-mucin sila interakcije u predelu
roznjace [15].

Ispiranje mukoadhezivnih polimera zavisi vise od brzine izmene mukusnog sloja (priblizno
15 do 20 h) nego izmene suzne te¢nosti [10]. Pored toga $to se intenzivno proucavaju u cilju
produzavanja vremena zadrzavanja leka u prekornealnoj povrsini, pokazalo se da mukoadhezivni
polimeri Stite povrSinu oka od iritirajuceg efekta nekih lekova [15]. Pojavljuju se i kao aktivne
supstance u preparatima tipa vestackih suza koje se koriste u tretmanu suvog oka radi svog
lubrikantnog i vlazeceg efekta na oku. Polimeri koji se koriste za povecanje viskoziteta imaju 1
odredene nedostatke kao Sto su zamagljenje vida, a moze do¢i i do njihovog zadrzavanja na
trepavicama i osec¢aja lepljenja [22]. Ovi nezeljeni efekti se uglavnom deSavaju pri visSim vrednostima
viskoziteta, zbog ¢ega je potrebno koristiti odgovarajuce koncentracije polimera. Previsok viskozitet
te¢nih oftalmoloskih preparata takode moze biti nepozeljan i sa aspekta izrade preparata jer moze
otezati proces filtracije naroCito u toku sterilizacije gde se koriste filteri izrazito male veli¢ine pora

(0,22 um) [23].
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Izbor bioadhezivnog polimera za formulaciju oftalmoloskih preparata zavisi od brojnih
faktora, ali pre svega viskoziteta i vlaze¢ih svojstava polimera. Viskozitet polimera zavisi od
molekulske mase, koncentracije, temperature i sile smicanja. Polimeri koji pokazuju nenjutnovsko
ponasanje uti¢u na pseudoplasti¢no ponasanje formulacije ¢iji viskozitet opada sa porastom brzine
smicanja $to kao rezultat ima znatno manji otpor prilikom treptanja i bolje prihvatanje od strane
pacijenata u poredenju sa formulacijama koje sadrze polimere koje ispoljavaju njutnovsko ponasanje
i kod kojih nema stvarnog poboljsanja okularne raspolozivosti [1]. Sve prethodno navedeno ukazuje
na znacaj razmatranja svih fizi¢ko-hemijskih i funkcionalnih karakteristika polimera u toku rane faze
formulacije oftalmoloskih preparata, kako bi se postigao zeljeni efekat [24, 25].

1.2.1.1 Derivati celuloze

Polisaharidi, kao Sto su celuloza, hijaluronska kiselina, hitozan, alginat i njihovi derivati
uspesno se koriste za unapredenje terapije razli¢itih oboljenja oka. Hemijskim modifikacijama
polisaharida moguce je unaprediti njihove reoloske, mukoadhezivne i druge karakteristike i na taj
nacin formulisati lek optimalne biokompatibilnosti, biodegradabilnosti, poboljsane bioraspolozivosti
uz postizanje odgovaraju¢eg farmakoloskog efekta. Polisaharidi ulaze u sastav velikog broja
komercijalnih preparata za o¢i kao inertni uguscivaci, dok se neki od predstavnika koriste prilikom
hirurskih intervencija (npr. hijaluronska kiselina) ili kao intravitrealni inserti (npr. mikrokristalna
celuloza) [19].

Derivati celuloze su predstavljali prvu grupu polimera koja i danas najéesée ulazi u sastav
preparata za o¢i kao $to su kapi za oci i rastvori za odrzavanje kontaktnih sociva, kao sredstva za
povecéanje viskoziteta [10, 19]. Kao sredstva za povecanje viskoziteta imaju vrlo dobre reoloske
karakteristike (viskozitet rastvora se krec¢e u rasponu od 400-15000 mPa-s), dobro se podnose na oku,
kompatibilna su sa velikim brojem lekovitih supstanci i stabilna su pri autoklaviranju (120 °C) [26].
Derivati celuloze koji najceS¢e ulaze u sastav oftalmoloSkih preparata su: metilceluloza,
hidroksietilceluloza (HEC), hidroksipropilceluloza, hipromeloza/hidroksipropilmetilceluloza
(HPMC) i karboksimetilceluloza [19]. U cilju povecanja viskoziteta, HEC i HPMC se u
oftalmoloskim preparatima uobicajeno koriste u koncentraciji 0,2-2,5% [7, 27].

a) b)
RO OR& RO O .

-0 0 T -0 0O o

OR n OR n

R=H ili CHs ii CH,CH(OH)CHj; R=H ii CH,CH,OH
Slika 1.6. Strukturne formule: HPMC (a) i HEC (b)

Hipromeloza (HPMC) najcescée ulazi u sastav preparata tipa vestackih suza koje se koriste u
tretmanu sindroma suvog oka. Poseduje veliki broj —OH grupa (slika 1.6a) koje formiraju vodoni¢ne
veze i hidrofobne metil grupe. Njihova amfifilna priroda omogucava potrebnu hidrofobnost kako bi
se vezali za hidrofobni epitel i matriksni glikokaliks, istovremeno dajuci dovoljan broj hidroksilnih
grupa koje vezuju molekule vode, Sto ih ¢ini zamenom za mucin [15]. Pored uticaja celuloznih etara
na viskozitet rastvora, ova jedinjenja poseduju izrazena lubrikantna svojstva i poveéavaju vreme
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kontakta preparata sa roznjacom zahvaljuju¢i sposobnosti obrazovanja filma [15]. Odredeni celulozni
derivati (npr. HPMC i hidroksipropilceluloza) poseduju izraZzenu povrSinsku aktivnost, stupaju u
interakciju sa komponentama suznog filma, menjajuci fizicko-hemijska svojstva uti¢u na poboljsanje
stabilnosti suznog filma. Medutim, sredstva koja povecavaju viskozitet i ujedno imaju izrazenu
povrsinsku aktivnost, dovode do promene u brzini treptanja, $to zauzvrat dovodi do brze eliminacije
primenjenog preparata. Mogu izazvati iritaciju i obilnu lakrimaciju dovode¢i do brzeg ispiranja leka
I posledi¢no losije okularne raspolozivosti. Generalno, polimeri sa slabije izrazenom povrsinskom
aktivnoscu, kao $to je HEC (slika 1.6b), imaju znatno bolju podnosljivost.

lako se u literaturi navodi da derivati celuloze (HPMC, HEC, metilceluloza) poseduju
mukoadhezivne karakteristike [15], mukoadhezivni kapacitet nejonskih derivata je slabo izrazen [1,
10]. Pored toga, primena derivata celuloze je ograni¢ena kratkotrajnim ispoljavanjem efekata u
poredenju sa drugim polisahardinim polimerima [15].

1.2.1.2 Hitozan

Hitozan je, bezbedni, biokompatibilani, biodegradabilani i ekoloski prihvatljiv binarni
heteropolisaharid koji se sastoji iz 2-acetamido-2-deoksi-p-D-glukopiranoze i 2-amino-2-deoksi-f3-
D-glukopiranoze povezanih (1-4) glikozidnim vezama (slika 1.7). Dobija se procesom deacetilacije
iz hitina, jednog od najrasprostranjenijih prirodnih polimera, pri temperaturi 100 — 160 °C u prisustvu
40-50% alkalnog rastvora pri ¢emu se postize stepen deacetilacije do 95% [21, 28]. Pozeljno je da
stepen deacetilacije bude iznad 80-85% kako bi se dobili rastvorljivi proizvodi koji pokazuju bolje
mukoadhezivne karakteristike i dobru biokompatibilnost [27, 29].

Termin hitozan odnosi se na deacetilovane oblike hitina, razli¢itog stepena deacetilacije i
depolimerizacije 1 zbog toga nije lako definisati tacan hemijski sastav. Komercijalno su dostupni
razlic¢iti oblici hitozana koji se medusobno razlikuju po stepenu deacetilacije, molekulskoj masi (10
000-1 000 000) i viskozitetu rastvora [27].

CHj CHj
O:< OH O:<
NH 5 NH .
itin
_.-O%\OHO OH\O%?\O
NH
OH O:< OH

CH3

LDcacetilacija hitina
CHs
OH o==<
NH, NH
o .OHO o OHO OHO o O Hitozan
NH,
OH OH

Slika 1.7. Proces dobijanja hitozana deacetilacijom hitina [30]
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U monografiji hitozan-hidrohlorida (Ph. Eur. 10.0) navodi se da je to linearni binarni
heteropolisaharid, koji se dobija deacetilacijom iz hitina (stepen deacetilacije 70-95%). Hitin se
ekstrahuje iz omotaca skampi i rakova. Hitozan-hidrohlorid je beli ili skoro beli fini prasak, umereno
rastvorljiv u vodi, a prakti¢no nerastvorljiv u etanolu [27, 30].

Rastvorljivost i druge fizicke karakteristike hitozana zavise od molekulske mase i stepena
deacetilacije. Zbog prisustva velikog broja slobodnih amino grupa, hitozan je slaba baza ¢ija pKa
vrednost iznosi 6,3. Usled neprotonovanja, hitozan se ne rastvara u vodi u neutralnoj i alkalnoj
sredini. Pri nizim pH vrednostima (pH < 6,0), amino grupe se protonuju i postaju pozitivno
naelektrisane §to hitozan ¢ini u vodi rastvorljivim katjonskim polielektrolitom. Kao naj¢esce koris¢en
rastvarac za hitozan, koristi se rastvor sir¢etne Kiseline (1%, V/V) [30].

Pored rastvorljivosti, viskozitet rastvora hitozana je jo§ jedna znacajna karakteristika koju je
potrebno razmotriti prilikom njegove farmaceutske primene. Viskozitet rastvora hitozana pored
molekulske mase, zavisi i od upotrebljene koncentracije, pH vrednosti, temperature i jonske ja¢ine
[28]. Rastvori hitozana poseduju pseudoplasti¢ne i viskoelasti¢ne karakteristike, $to je pozeljno kod
tecnih oftalmoloskih preparata, s obzirom da suzni film ima pseudoplasti¢ni karakter. Reoloska
svojstva hitozana takode omogucéavaju zadrzavanje preparata na mestu primene jer se formulacija
lako rasprostire treptanjem [31, 32]. Za sterilizaciju preparata izradenih sa hitozanom, mogu se
primenjivati razli¢ite metode kao §to su jonizujuée zracenje, sterilizacija parom ili hemijske metode,
Sto je vrlo znacajno sa aspekta formulacije oftalmoloskih preparata [33].

Prisustvo slobodnih amino grupa u strukturi hitozana ima znacajnu ulogu u elektrostatickim
interakcijama sa suprotno nalektrisanim jonima, tj. unakrsnom povezivanju/umreZavanju Sa
polivalentnim anjonima, $to ¢ini hitozan veoma pogodnim polimerom za primenu u prehrambenoj,
tekstilnoj, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji. Potencijal primene hitozana u medicinske svrhe
ogleda se u njegovoj netoksi¢nosti u zivim ¢elijama, antimikrobnoj aktivnosti protiv Gram-pozitivnih
i Gram-negativnih  bakterija, poboljsanju epitelne permeabilnosti, mukoadhezivnosti i
biodegradabilnosti [21].

Biodegradabilnost hitozana se uglavnom pripisuje njegovoj osetljivosti na hidrolizu
proteolitickim enzimom lizozimom, koji se nalazi u svim humanim tkivima, a prisutan je i u suznoj
tecnosti. Pored toga, lipaza, enzim prisutan u salivi, zeluda¢anom i pankreasnom soku ima sposobnost
razlaganja hitozana. Proizvodi enzimske degradacije su takode netoksi¢ni [21]. Okularna
biokompatibilnost i toksi¢nost su kriti¢ni aspekti koji se moraju razmotriti pri razvoju sistema za
kontrolisanu isporuku leka u oko, narocito kada je poznato da razli¢ita stanja i oboljenja oka zahtevaju
hroni¢nu terapiju. Sprovedene su brojne studije u kojima su pracene funkcije oka, kao 1 moguca
neugodnost ili iritacija, nakon lokalne primene preparata sa hitozanom kao nosatem aktivne
supstance. Potvrdeno je da biokompatibilnost 1 netoksi¢nost ¢ine hitozan pogodnim polimerom za
formulaciju oftalmoloskih preparata namenjenih za lokalnu primenu [32, 34].

Hitozan se u bioloskoj sredini efikasno i neselektivno vezuje za mukozne povrSine [30].
Bioadhezivnost hitozana potvrdena je u ex vivo studiji, u kojoj je hitozan obelezen radioizotopom,
aplikovan u obliku rastvora na sveze izolovanu govedu roznjacu, a aktivnost radioizotopa merena je
scintilacionim broja¢em. Smatra se da su katjonska priroda i elektrostati¢ke interakcije odgovorne za
pojavu primarnih sila u okviru mukoadhezije do koje dolazi usled reakcije pozitivno naelektrisanih
amino grupa hitozana i negativno naelektrisanih ostataka sijalinske kiseline prisutnih u mucinu,
osnovnom glikoproteinu mukusa. Dodatno, stvaranje vodoni¢nih veza i hidrofobne interakcije takode
imaju ulogu u vezivanju molekula hitozana za mukozne povrsine. Takode, pH rastvora hitozana, kao
I prisustvo drugih supstanci doprinosi ovoj interakciji. Svojstvo mukoadhezivnosti postaje izrazenije
u neutralnoj i blago alkalnoj sredini kakva vlada u suznom filmu [29, 32].

Zbog svih navedenih pozitivnih karakteristika, hitozan je nasao Siroku primenu u
kozmetickoj, prehrambenoj i tekstilnoj industriji, a intenzivno se istrazuje u brojnim preparatima za
farmaceutsku primenu i to kao sredstvo sa oblaganje, dezintegrator u tabletama i kapsulama,
bioadhezivno sredstvo, pomoc¢na supstanca za formiranje filmova, sredstvo za vezivanje kod tableta
i kapsula, te sredstvo za povecanje viskoziteta [21, 27].
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Postoje brojni podaci da je katjonski polimer hitozan zapravo polimer izbora za oftalmolosku
primenu jer pored mukoadhezivnog karaktera deluje i kao pojaciva¢ propustljivosti celijskih
membrana tako Sto utice i na meducelijske 1 na intracelijske puteve epitelnih ¢elija na reverzibilan
nacin, bez izazivanja oSte¢enja ¢elijske membrane i uticaja na vijabilnost [1, 32].

Hitozan poboljSava penetraciju aktivnih supstanci paracelijskim putem otvaranjem uskih
spojeva izmedu epitelnih ¢elija. U in vitro studijama, pokazano je da hitozan dovodi do snizavanja
transepitelnog elektricnog otpora (engl. transepithelial electrical resistance, TEER) $to ukazuje na
slabljenje ili otvaranje ¢vrstih meducelijskih veza [4, 35]. Pored toga, postoje podaci koji ukazuju i
na ulogu hitozana u povecanju cCelijske propustljivosti transcelularnim putevima usled moguce
interakcije sa fosfolipidima unutar ¢elijske membrane [36-38]. Sve navedeno ¢ini ga jednim od
najperspektivnijih kandidata jer pokazuje vrlo malu, ili zanemarljivu toksi¢nost u koncentracijama
koje su neophodne da ispolji efekat povecanja penetracije [35].

Osim navedenog, sprovedena su ispitivanja rastvora hitozana kao zamene za suze u tretmanu
sindroma suvog oka. Upotreba hitozana u ove svrhe bazira se na moguénosti rasprostiranja po celoj
roznjaci i odli¢noj toleranciji nakon primene [39]. Antimikrobna aktivnost hitozana predstavlja
dodatnu prednost jer se sekundarne infekcije ¢esto javljaju kao prateca pojava sindroma suvog oka
[39]. Dodatno, intenzivno se istrazuje primena hitozana i u sistemima za kontrolisanu isporuku leka
u oko, jer znacajne bioloske karakteristike kao $to su antimikrobna aktivnost i mogucnost brzeg
zarastanja rana takode mogu imati ulogu u terapiji razlicitih oboljenja oka [40-42].

1.2.1.3 Natrijum-hijaluronat

Hijaluronska kiselina je prirodni polisaharid koji se nalazi u kozi, vezivnom tkivu, pupcanoj
vrpci, staklastom telu oka i sinovijalnoj te¢nosti. Dobija se fermentacijom koris¢enjem odabranih
bakterijskih sojeva Streptococcus zooepidemicus. Hemijski, to je visoko molekulski polianjonski
linearni mukopolisaharid sacinjen od naizmeni¢no poredanih jedinica N-acetilglukozamina i D-
glukuronske kiseline (slika 1.8) [19, 29]. Natrijum-hijaluronat je predominantni oblik hijaluronske
kiseline pri fizioloskim pH vrednostima. To je beo ili skoro beo, vrlo higroskopan prasak ili fibrozni
agregati. Ulazi u sastav brojnih farmaceutskih preparata namenjenih za primenu na kozi i slukozi,
parenteralnu i oftalmolosku primenu. Koristi se kao humektans, lubrikans i sredstvo za modifikovanje
mehanizma i/ili brzine oslobadanja lekovite supstance iz razli¢itih farmaceutskih oblika [27, 43].

Glavne prednosti hijaluronske kiseline su odlicna biokompatibilnost i mukoadhezivnost, kao
1 pseudoplasticno 1 viskoelastiéno ponaSanje. Produzeno zadrZavanje hijaluronske kiseline na
povrsini oka je jedna od najznacajnijih karateristika prilikom njene upotrebe u vestackim suzama u
okviru terapije sindroma suvog oka, dok pseudoplasti¢no ponasanje obezbeduje dobro rasprostiranje
polimera po povrsini oka tokom procesa treptanja. Hijaluronska kiselina se takode moze unakrsno
vezivati, pa se kao ekcipijens koristi u sastavu filmova, inserata ili nanocestica sa moguc¢noscu
postizanja produzenog zadrzavanja, oslobadanja i delovanja inkorporiranih lekovitih supstanci [19].

U poredenju sa hitozanom, hijaluronska kiselina ima manje izrazena mukoadhezivna svojstva,
tj. da bi se postigao slican nivo mukoadhezivnosti bilo bi potrebno koristiti hijaluronsku kiselinu u
koncentraciji koja daje izrazito viskozne rastvore, a koji dovode do osecaja neprijatnosti kod
pacijenata i nepozeljnog refleksnog treptanja. S obzirom da je hijaluronska kiselina anjonski
polisaharid, smatra se da primarna sila bioadhezije potice od formiranja vodoni¢nih veza i
interpolimerne difuzije [19].
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Slika 1.8. Strukturna formula natrijum-hijaluronata

Molekuli natrijum-hijaluronata imaju sli¢ne fizicke karakteristike i sastav kao glikoproteini
suza 1 zahvalju¢i tome lako oblazu epitel roznjace. Polimeri adsorbovani na medupovrsinu
mucin/vodeni sloj protezu se u susednu vodenu fazu ¢ime se stabilizuje deblji sloj vode [10]. Rastvor
natrijum-hijaluronata (1%) obrazuje viskoelasti¢ni gel koji ima opti¢ka svojstva sli¢na staklastom
telu. Koristi se tokom intraokularnih operacija prednjeg i zadnjeg segmenta oka kako bi se odrzao
oblik o¢ne jabucice i zastitila roznjaca tokom hirur§kog zahvata [29]. Brojne studije su pokazale
znacajno poboljsanje okularne raspolozivosti i terapijskog efekta formulacija koje sadrze natrijum-
hijaluronat u odnosu na komercijalno dostupne preparate sa istom lekovitom supstancom zahvaljujuci
sposobnosti natrijum-hijaluronata da produzi oslobadanje lekovite supstance usled produzenog
zadrzavanja preparata na povrsini oka [44, 45].

Produzeno zadrZavanje na mestu primene je upravo jedan od klju¢nih faktora upotrebe
natrijum-hijaluronata u vestackim suzama tokom terapije keratokonjunktivitisa, koje su se pokazale
veoma efikasne u ublazavanju uobicajenih simptoma poput zamuéenog vida, bola i fotofobije [46].
Natrijum-hijaluronat se ¢esto predlaze kao vehikulum u vesta¢kim suzama jer pokazuje zastitni efekat
kod ostec¢enja izazvanih benzalkonijum-hloridom, najcesce koris¢enim konzervansom u kapima za
oCi [46]. Pored toga, poseduje odgovarajuca Vviskoelasti¢na i biofizika svojstva sli¢na mucinu
pruzajuéi dugotrajnu hidrataciju i dobru lubrikaciju o¢ne povrsine [10]. Nekonzervisane kapi za oci
koje sadrze 0,1 % natrijum-hijaluronata su se pokazale korisne u tretmanu suvog oka zbog svog
nenjutnovskog i pseudoplastiénog ponasanja i ve¢ u toku od sat vremena nakog primene smanjuju
simptome kao $to su osecaj peckanja i zuljanja [47]. Pseudoplasti¢ni rastvori natrijum-hijaluronata
imaju nizak viskozitet pri velikim brzinama smicanja, tako da se lako i brzo rasprostiru po povrsini
oka nakon treptanja, za razliku od rastvora koji pokazuju njutnovsko ponasanje (viskozitet ne zavisi
od brzine smicanja) i znacajno visi viskozitet prilikom treptanja, zbog ¢ega se teze distribuiraju po
povrsini oka, a mogu da dovedu i do ometanja vida [15, 29]. Kod pacijenata koji pate od sindroma
suvog oka, najcesce je prisutna nestabilnost suznog filma koja se moze poboljsati povecanjem
njegovog viskoziteta. Viskoelasti¢ni polimeri kao $to je natrijum-hijaluronat povecavaju viskozitet,
ali poseduju i elastitna svojstva, tako da poboljSavaju zastitu oka znacajnije od klasi¢nih
pseudoplasti¢nih polimera koji se dodaju radi povecanja viskoziteta [2]. Takode, navodi se da
natrijum-hijaluronat poboljSava zarastanje konjunktivalnog epitela, oste¢enog kod sindroma suvog
oka, jer pospesuje migraciju i aktivnost peharastih celija. Pretpostavlja se da se hijaluronat vezuje za
CDA44 receptore koji su zastupljeni na roznjaci i konjunktivi indukujuci proliferaciju ¢elija [48].

Zbog svih pozitivnih karakteristika, oftalmoloski preparati sa hijaluronskom kiselinom
ispoljavaju sledec¢e korisne efekte na epitelu roznjace: (a) stite od dehidratacije, (b) skrac¢uju vreme
potrebno za lecenje, (c) ublazavaju inflamatorni odgovor prouzrokovan dehidratacijom, (d) vlaze
povrsinu oka. Zbog svojih klinickih efekata, hijaluronat nalazi Siroku primenu u oftalmoloSkim
preparatima ne samo kao ekscipijens u cilju povecanja okularne raspolozivosti lekovitih supstanci,
ve¢ 1 kao aktivna supstanca u preparatima za ublaZavanje 1 otklanjanje simptoma prouzrokovanih
sindromom suvog oka [19, 49].
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1.2.1.4 Hidroksipropil guar guma

Guar guma je visokomolekulski, nejonski, hidrokoloidni polisaharid dobijen iz endosperma
semena indijske biljke Cyamopsis tetragonolobus (familija Leguminosae). Sastoji se iz linearnih
lanaca (1,4)-B-p-manopiranozil i a-p-galaktopiranozil jedinica povezanih (1,6) vezama i hemijski se
moze opisati kao galaktomanan. To je beli do belicasto-zuti prasak, bez mirisa. Guar guma je polimer
koji se disperguje u vrucoj 1 hladnoj vodi, a prakti¢no je nerastvorna u organskim rastvara¢ima.
Molekulska masa se kre¢e oko 220000. Zbog svoje sposobnosti da u niskim koncentracijama obrazuje
izuzetno viskozne rastvore, ima $iroku primenu u razli¢itim industrijskim granama ukljucujuci
prehrambenu, kozmetic¢ku, tekstilnu, industriju papira i farmaceutsku industriju [27, 29].

Guar guma ima status generalno bezbedne supstance (engl. Generally Recognized As Safe,
GRAS) koji dodeljuje Americka uprava za hranu i lekove (engl. US Food and Drug Administration,
FDA). U bazi ekscipijenasa koju vodi FDA, guar guma se nalazi u sastavu te¢nih i ¢vrstih preparata
za oralnu primenu, bukalnih tableta, losiona za spolja$nju primenu, kapi za oci tipa suspenzija i
vaginalnih tableta [50]. Guar guma u sastav navedenih preparata ulazi naj¢e$¢e kao bioadhezivni
materijal, sredstvo koje modifikuje mehanizam i/ili brzinu oslobadanja lekovite supstance iz
farmaceutskog oblika, vezivno sredstvo i dezintegrator kod tableta i kapsula, pomoéna supstanca u
sastavu farmaceutskih oblika za transdermalnu primenu, sredstvo za povecéanje viskoziteta i dr. [27].

Hidroksipropil guar guma (slika 1.9) predstavlja najéesc¢e koris¢eni derivat guar gume zbog
znacajno unapredenih karakteristika koje se postizu kontrolisanim procesom eterifikacije guar gume
sa propilenoksidom. Stepen molarne supstitucije (SMS) predstavlja koli¢inu jedinica propilenoksida
dodatih na osnovni polimerni lanac guar gume. Ovo karakteristicno svojstvo utice na intermolekulske
interakcije, dok molekulska masa hidroksipropil guar gume odreduju njene fizicko-hemijske i
funkcionalne karakteristike. Stoga, SMS i molekulska masa moraju biti kontrolisane i dobro poznate
[51].

Hidroksipropil supstitucija primarno uti¢e na intermolekulske interakcije polimera do kojih
dovode sile razlicite hemijske prirode. Prva od njih je obrazovanje vodoni¢nih veza koje predstavljaju
privlacne sile koje dovode do medusobne agregacije polimernih lanaca. Drugi, suprotni fenomen,
potice od sternih efekata bo¢nih hidroksipropil grupa koji blokiraju vodoni¢no vezivanje manoze.
Hidroksipropil supstitucija povecava rigidnost i duzinu polimernih lanaca. Konacno, postoje
hidrofobni efekti izmedu samih supstituisanih grupa koji nisu znacajni pri sobnoj temperaturi, ali
dolaze do izrazaja pri poviSenim temperaturama i vi§im stepenima supstitucije. Postoje tri regiona
SMS: u prvom regionu (0 < SMS < ~0,4) dolazi do naglog smanjenja intermolekulskih interakcija u
funkciji SMS; u drugom regionu (~0,4 < SMS < ~1,0) intermolekulske interakcije vise nisu u funkciji
SMS; u tre¢em regionu (MS > ~1,0) inter- i intrahidrofobni efekti mogu biti znacajni samo pri vi$im
temperaturama (> 40 °C) [51].

Supstituisani oblik guar gume ima znac¢ajno nizi viskozitet od prirodnog oblika. Pored toga,
Supstituisani oblik guar gume ima znacajno bolju rastvorljivost u vodi od guar gume prirodnog
porekla. Hidroksipropil guar guma se koristi u lubrikantnim kapima za o¢i i u rastvorima vestackih
suza [29, 51-53]. S obzirom na to da je hidroksipropil guar guma hidrofilni nejonski polisaharid,
kompatibilna je sa katjonskim konzervansima koji se najceS¢e koriste za konzervisanje tecnih
farmaceutskih oblika namenjenih za primenu na oku [54].
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Slika 1.9. Strukturna formula hidroksipropil guar gume [55]

Hidroksipropil guar guma ulazi u sastav formulacija gelirajucih kapi za njegu i vlazenje oka
sa demulcentima kao $to su polietilenglikol 400 i propilenglikol koji oblazu sluzokuzu i stite je od
iritacije i inflamacije (na trzi$u se nalazi kao Systane®, kapi za o¢i, Alcon Laboratorija, SAD) [53,
54]. Potencijalne uloge hidroksipropil guar gume u ovom i sli¢nim preparatima su: (a) povecavanje
viskoziteta suznog filma $to dovodi do produzavanja vremena zadrZzavanja kapi za oko na povrsini,
(b) smanjenje trenja tokom pokretanja o¢nih kapaka, (¢) moguénost adsorbovanja na hidrofobne
povrsine Celija ¢ine¢i ih hidrofilnijim [56]. Smatra se da hidroksipropil guar guma poseduje
sposobnost specifi¢nog vezivanja (adhezije) za oSteéene povrsine oka, te da zajedno sa demulcentima
pokazuje odgovarajuce pozitivne efekte u terapiji sindroma suvog oka [2, 57].

Na osnovu sprovedenih istrazivanja [57], pretpostavlja se da nakon primene ovog lubrikansa
dolazi do povecanja viskoziteta i obrazovanja gela, usled intermolekulskih interakcija iniciranih
promenom pH vrednosti i boratnim jonima koji ulaze u sastav formulacije. Ova mala promena pH
vrednosti je dovoljna da pokrene stvaranje mekog gela koji zadrzava demulcente u mikrookolini
povrSine roznjaCe mnogo duZze nego $to bi to inafe bio slucaj [57]. Kapi koje sadrze ovaj
mukomimeticki viskozni polimer smanjuju povrsinsko trenje 1 time znac¢ajno doprinose ublazavanju
simptoma suvog oka. Stupajuci u interakciju sa lipidima iz suznog filma, hidroksipropil guar guma
sprecava isparavanje suza i moze unaprediti stabilnost suznog filma [58, 59].

U toku formulacije oftalmoloskih preparata mogu se koristiti i kombinacije polimera koji
ispoljavaju sinergisticki efekat na viskozitet 1 reoloSko ponaSanje ili omogucavaju izraZenija
mukoadhezivna svojstva. Potvrdeno je da kombinacija hijaluronske kiseline i hitozana, ali i
hijaluronske kiseline i polisaharida iz semena tamarinda (lat. Tamarindus indica) ispoljavaju
sinergisticki mukoadhezivni efekat [60, 61]. Prisustvo zelatine poboljsava mukoadhezivna svojstva
karagenana [62] i hijaluronske kiseline usled nastanka rastvorljivog proizvoda polimer-polimer
interakcije [20]. Kombinacija trehaloze i hijaluronske kiseline umanjuje isusivanje membranskih
lipida i proteina i poboljSava viskoelasti¢nost suznog filma [63]. U in vitro studiji na kultivisanim
humanim ¢elijama epitela roZnjace, potvrden je pozitivan efekat kombinovanja hijaluronske kiseline
1 hidroksipropil guar gume u odnosu na primenu pomenutih polimera pojedina¢no. Kombinacija
polimera omogucila je efikasniju hidrataciju i1 lubrikaciju, odnosno smanjenje isuSivanja u duZzem
vremenskom periodu u odnosu na pojedinacne polimere [64]. Takode, u literaturi postoje potvrde o
pozitivnom reoloskom sinergizmu ksantan gume i guar gume koje medusobnom interakcijom
doprinose duzem zadrzavanju preparata na mestu primene i boljoj okularnoj raspolozivosti [27, 65].
Kombinacijom dva ili viSe polimera moguce je posti¢i vise pozitivnih efekata, znacajnije doprineti
viskozitetu 1 lubrikaciji, uz smanjenje koncentracije pojedinacnih polimera i na taj nacin umanyjiti
mogucnost pojave nezeljenih efekata i troSkove potrebnih sirovina [66].
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1.2.2 Upotreba pojacivac¢a penetracije

Supstance za poboljSanje penetracije se ponekad dodaju u oftalmoloske preparate radi
modifikovanja permeabilnosti epitela roznjace. Osnovna kategorizacija pojacivaca penetracije
predstavlja podelu na: (a) helatne agense (limunska kiselina, EDTA), (b) surfaktante (natrijum-lauril
sulfat, cetilpiridinijum-hlorid, benzalkonijum-hlorid, Tween 20, estri parahidroksibenzoeve kiseline),
(c) ciklodekstrini, (d) Zu¢ne soli (natrijum-glikolat), (¢) masne Kkiseline (oleinska i kaprilna kiselina)
[67].

Mehanizmi kojima pojacivaci penetracije poboljSavaju okularnu raspolozivost ukljuc¢uju
smanjenje barijerne funkcije mukoznih membrana oka privremenim menjanjem strukture ili
svojstava ovih membrana. Osnovna tri mehanizma kojim deluju pojacivali penetracije su
modifikovanje stabilnosti suznog filma i mukusnog sloja, povecanje propustljivosti celijskih
membrana i slabljenje ¢vrstih meducéelijskih veza. Vecina ovih supstanci deluje istovremeno putem
vise mehanizama [6, 67].

Surfaktanti svojim mukoliti¢kim ponaSanjem indukuju prolaznu modifikaciju u strukturi i
propustljivosti membrane deluju¢i na lipidne dvosloje, ali stvaraju 1 meducelijske kanale ili pore
ometajuci ¢vrste veze ¢ime olakSavaju transport molekula kako transéelijskim, tako i paracelijskim
putem [4, 6, 17]. Pored toga, poznato je da surfaktanti smanjuju veli¢inu kapi te¢nih oftalmoloskih
preparata [1, 6]. Benzalkonijum-hlorid poseduje izrazen efekat povecanja penetracije [17, 67].
Skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom je potvrdeno da benzalkonijum-hlorid povecava pasivnu
difuziju aktivnih supstanci tako $to remeti membrane epitelnih ¢elija roznjace [2, 6].

Ciklodekstrini deluju kao nosaci hidrofobnih lekovitih supstanci jer kompleksiraju hidrofobne
molekule i isporucuju ih epitelu roznjace bez ometanja integriteta roznjace, za razliku od drugih
pojacivaca penetracije. Medutim, u viSim koncentracijama ciklodekstrini ispoljavaju toksi¢ne efekte
jer mogu da reaguju sa sastojcima bioloskih membrana, kao $to su holesterol i fosfolipidi. Pored toga,
kod pacijenata sa sindromom suvog oka, mogu dovesti do daljeg susenja o¢nih kapaka [4].

Vecina hemijskih pojadivaca penetracije, naroCito surfaktanti i helatni agensi, nakon
intenzivne primene, potencijalno mogu izazvati nezeljene 1 toksi¢ne efekte. Usled njihovog
akumuliranja u roznjaci, moze do¢i do stvaranja lezija u kojima dolazi do razvoja infekcije, ali i do
mehani¢kih o$tecenja, te moguce iritacije. Stoga je neophodno koristiti najmanje koncentracije
potrebne da dovedu do ocekivanog efekata, a izazovu iritaciju, osecaj neprijatnosti ili ostecenje [6,
68].

Lokalna primena preparata koji u svom sastavu pored pojacivaca penetracije sadrze i
mukoadhezivne polimere omoguéava poboljsanu efikasnost leka u nizim koncentracijama i
produzenu isporuku uz smanjenje toksi¢nosti i minimalne nezeljene efekte. Mukoadhezivni polimeri
kao Sto su hitozan, hijaluronska kiselina 1 alginat omogucavaju optimalnu aktivnost pojaivaca
penetracije uz istovremeno ublaZavanje naruSavanja integriteta epitela i smanjenje mogucénosti
iritacije [67].

1.3 SINDROM SUVOG OKA | ALERGIJSKI KONJUNKTIVITIS

Sindrom suvog oka i alergijski konjunktivitis su dva najeS¢a inflamatorna poremecaja
prednjeg segmenta oka i smatraju se epidemijama 21. veka. Tradicionalno, sindrom suvog oka i
alergijski konjunktivitis posmatrali su se kao dva razli¢ita oboljenja, medutim, noviji literaturni
podaci ukazuju na slicnost i preklapanja ova dva stanja u pogledu pojave sli¢nih simptoma [69-71].

Sindrom suvog oka predstavlja multifaktorsku bolest suza i povrsine oka, koja dovodi do
osecaja neprijatnosti, poremecaja vida i nestabilnosti suznog filma sa potencijalnim oStecenjem
povrsine oka, ¢esto pracenih poveéanjem osmolarnosti suznog filma i zapaljenjem povrsine oka [72].
Na osnovu novih saznanja, definicija sindroma suvog oka je revidirana i sada glasi:

“Sindrom suvog oka je multifaktorska bolest povrsine oka koju karakterisu gubitak
homeostaze suznog filma, pracen simptomima od kojih nestabilnost i hiperosmolarnost suznog filma,
zapaljenje i oStec¢enje povrsine oka i neurosenzorne abnormalosti, igraju etiolosku ulogu.” [73].
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Narusena homeostaza suznog filma ukljucujuci kvantitativni i kvalitativni nedostatak suza
posledi¢no dovodi do smanjene vlaznosti, povecanja trenja, hiperosmolarnog stresa i hroni¢ne
mehanicke iritacije povrSine oka [74]. Najc¢es¢i simptomi su osecaj suvoce, svraba, prisustva stranog
tela, bolnost, crvenilo i hiperemija [69, 75]. Moguci razlozi razvoja sindroma suvog oka su smanjena
proizvodnja suza i/ili povecanje njihovog isparavanja. Ucestalost sindroma suvog oka, koji se jo$
naziva suvi keratokonjunktivitis, u populaciji se kre¢e 5-35%, a najzastupljeniji je kod starijih osoba
i Zzena u postmenopauzi [15, 69]. Patogeneza sindroma suvog oka povezana je sa citotoksi¢nim
medijatorima upale, izmenjenom funkcijom suznih Zlezda i nerava, metaplazijom skvamoznog
epitela konjunktive i smanjenjem broja peharastih ¢elija, a sve to igra znacajnu ulogu u oste¢enju
epitela roznjace i konjunktive [76]. Bez odgovarajuce lubrikacije, dolazi do zna¢ajnog oSte¢enja ¢elija
na povrsini oka $to vodi pogorsanju inflamatornog procesa [77].

Trenutno, terapija suvog oka najéeS¢e podrazumeva upotrebu vestackih suza i
antiinflamatornih lekova [58]. Okularni lubrikansi predstavljaju prvu liniju terapije sindroma suvog
oka i mogu da sprec¢e pojavu zacaranog inflamatornog kruga [77]. Lubrikansi zapravo podrazumevaju
supstance koje smanjuju trenje tokom upotrebe. U konkretnom slucaju, lubrikantni efekat
podrazumeva smanjenje trenja izmedu povrSine oka i kapaka [27]. Tretman suvog oka se u velikoj
meri u svetu sprovodi farmaceutskim preparatima koji se izdaju bez lekarskog recepta (engl. over-
the-counter, OTC), a prema regulativi Republike Srbije naj¢es¢e su registrovani kao medicinska
sredstva. Ovi proizvodi se srecu pod razli¢itim nazivima: kao vestacke suze, okularni lubrikansi,
demulcenti, sredstva za vlazenje ili za vlaZenje i negu oka, a dostupni su u obliku rastvora (kapi za
o¢i), gelova ili rede masti [23, 53, 58, 78].

Navedeni preparati namenjeni za lokalnu primenu primenjuju se direktno na povrsinu oka i
ekscipijensi koji se koriste u ovim formulacijama igraju znac¢ajnu ulogu u reSavanju kvantitativnog i
kvalitativnog nedostatka suza. Najzastupljenija pomoc¢na supstanca u lubrikantnim kapima za o¢i je
voda kao vehikulum, uz dodatak sredstava za povecanje viskoziteta radi poboljsanja lubrikacije i
produzavanja vremena zadrzavanja na povrSini oka [79]. Kao sredstva za povecanje viskoziteta,
najcesce se koriste hidrofilni polimeri kao aktivne supstance koje Stite i podmazuju povrSinsku
mukusnu membranu konjunktive i roznjace, smanjujuci trenje, ¢ime omogucavaju privremeno
olakSanje simptoma suvoce i iritacije. Polimeri dovode do povecanja viskoziteta suznog filma ¢ime
vre njegovu stabilizaciju, smanjuju gubitak suza i deluju kao zastita tkiva [2, 23, 80]. Dodatno,
potencijalni mehanizmi delovanja okularnih lubrikanasa su i dopunjavanje volumena suza, te
smanjenje osmolarnosti suzne te¢nosti [80].

Mucin je prirodna ,,podmazujuca‘“ komponenta suza koja daje viskozitet suznom filmu, pa se
samim tim oc¢ekuje da preparati koji se koriste u tretmanu suvog oka ispoljavaju mukomimeticki
efekat. Ovi preparati se medusobno razlikuju po izboru polimera ili kombinacije polimera, njihovoj
koncentraciji, duzini delovanja, viskozitetu, osmolarnosti/osmolalnosti i pH vrednosti [3, 23].
Viskozniji preparati mogu da obezbede dugotrajno olakSanje, medutim, kod izrazito viskoznih postoji
1 ve¢a moguénost da dode do zamucenja vida ili zaostajanja polimera na kapcima. Pomo¢ne supstance
koje ulaze u sastav proizvoda namenjenih suvom oku su sli¢ne onima koje se koriste u oftalmoloskim
preparatima i zahtevaju podjednako pazljiv izbor, stoga moraju biti fizioloski kompatibilni i ne smeju
dovoditi do iritacije oka. Veéina pomenutih proizvoda je konzervisana i kao kod lekovitih preparata,
najcesce korisceni konzervans je benzalkonijum-hlorid [23].

Najveéi nedostatak preparata koji se koriste u tretmanu suvog oka i dalje je kratko vreme
zadrZavanja na mestu primene i kratkotrajan efekat otklanjanja simptoma. Zbog toga se intenzivno
istrazuju razli¢iti pristupi u tretmanu sindroma suvog oka i nove formulacije koje ukljucuju novije
polimere i njihove kombinacije [23, 58, 81].

Alergijski konjunktivitis je skup inflamatornih procesa oka posredovanih aktivacijom
mastocita koji zahvataju konjunktivu, kapke i roznjacu. Neretko se javlja zajedno sa ostalim
alergijskim bolestima ukljucujuci astmu, atopijski dermatitis i rinitis. Alergije na oku su primarno
posredovane aktivacijom i degranulacijom mastocita kao posledica interakcije IgE sa alergenom, uz
ukljucivanje T limfocita. Aktivacija mastocita odvija se u dve faze: akutna faza koja se javlja u roku
od nekoliko minuta i kasna faza koja traje od 6 do 72 sata nakon izlaganja alergenu. Reakcija u
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akutnoj fazi nastaje usled oslobadanja histamina i medijatora nakon umrezavanja antigen specifi¢nih
IgE antitijela na povrsini mastocita. Reakciju u kasnoj fazi karakteriSe oslobadanje hemokina,
monocitnog hemoatraktantnog proteina-3, makrofagnog inflamatornog proteina, te infiltracija
eozinofila, bazofila, T Celija, neutrofila i makrofaga koji generiSu spektar drugih medijatora, Sto
dovodi do upale konjunktive. Pored histamina, triptaze i drugih proteaza, u patogenezi alergijskog
zapaljenja povrSine oka ucestvuju metaboliti arahidonske kiseline (leukotrieni, prostaglandini),
citokini, hemokini, faktori rasta i adhezivne molekule. Simptomi akutne alergije oka ukljucuju svrab,
crvenilo, suzenje i oticanje [69, 82].

Osnovna terapija u lecenju alergijskog konjunktivitisa su oralni i lokalni antihistaminici uz
ukljucivanje topikalnih Kkortikosteroida za refraktarne forme. Oftalmoloski NSAIL, kao §to je
ketorolak, ispoljavaju antipruritusno dejstvo smanjujuéi nivo prostaglandina u suznom filmu, ali
mogu da dovedu do smanjenja komplijanse usled izazivanja osecaja peckanja. Prva generacija
antihistaminika, zbog svog antiholinergickog dejstva, moze izazvati pojavu simptoma sindroma
suvog oka kod pacijenata sa alergijskim konjunktivitisom koji su ve¢ predisponirani za to stanje, dok
savremeniji stabilizatori mastocita ispoljavaju bolju efikasnost uz manje prate¢ih nezeljenih efekata
[77].

Svrab je simptom koji sluzi za diferencijaciju alergijskog konjunktivitisa od drugih oblika
konjunktivitisa. Kada su simptomi svraba klinicki zna€ajni, postoji velika moguénost da ¢e o¢i biti
crvene i suve [83]. Pored toga, u studiji koju su sproveli Hom i sar. [69] pokazano je da i pacijenti sa
sindromom suvog oka imaju vece Sanse za pojavu svraba i eritema Sto ukazuje na znacajno
preklapanje simptoma ova dva oboljenja $to oteZava diferencijalnu dijagnostiku. Utvrdeno je da
alergijski konjunktivitis dovodi do promena u sastavu suznog filma $to je, kao §to je ranije pomenuto,
povezano sa sindromom suvog oka ili ¢ini pacijente koji boluju od alergijskog konjunktivitisa
predisponiranim za pojavu sindrom suvog oka. Pored toga, svrab posledi¢no dovodi do trljanja oka,
Sto moze narusiti integritet epitela roznjace, te pogorsati stanje upale na povrSini oka i dovesti do
pojave osecaja bola [84]. Kod hroni¢nog oblika alergijskog konjunktivitisa, dolazi do ucestalog
pucanja suznog filma, smanjenja sadrzaja konjunktivalnog mucina kao jednog od slojeva suzne
teCnosti 1 smanjenja broja peharastih ¢elija u konjunktivi §to sve zajedno dovodi do suvoce oka.
Pucanje suznog filma je direktno povezano sa smanjenjem broja peharastih ¢elija [69].

Na osnovu svega navedenog, sindrom suvog oka i alergijski konjunktivits klinicki imaju
sli¢ne simptome (Svrab, crvenilo, peckanje, bol) i podsec¢aju jedan na drugi (slika 1.10).

Sindrom suvog oka Alergijski konjunktivits
(suvi keratokonjunktivitis) 40%
5-35%

Vestacke suze Antiinflamatorna

Vestacke suze .. Antihistaminici
Antiinflamatorna terapija
terapija
Svrab
Sivoea Crvenilo Suzenje
Peckanje Otok
Bol

Slika 1.10. Ucestalost, terapija i simptomi sindroma suvog oka i alergijskog konjunktivitisa

20



1.4 MODEL LEKOVITE SUPSTANCE
1.4.1 Antihistaminici u terapiji sindroma suvog oka i alergijskog konjunktivitisa

Lokalna oftalmoloska primena antagonista H1 receptora ublazava simptome alergijskog
konjunktivitisa kao §to su svrab, kongestija konjunktive i eritem. Gustina mastocita u konjunktivi je
velika, a koncentracija histamina je vrlo visoka u suznoj te¢nosti u toku alergijskog odgovora.
Aktivacijom mastocita dolazi do oslobadanja histamina, sinteze i oslobadanja medijatora upale kao
S§to su prostaglandin D2, leukotrien C4, triptaze, himaze, karboksipeptidaze-A, katepsin-G, faktor
aktivacije trombocita i drugi hemoatraktanti koji dovode do regrutovanja eozinofila i neutrofila. Na
osnovu korelacija pKa vrednosti i lipofilnosti, pretpostavlja se da su lekovite supstance sa logD (zbir
koeficijenata raspodele jonizovanog i nejonizovanog oblika) blizu 1,0 £ 0,5 pri pH 7,4 najefikasnije
u otklanjanu simptoma, te da njihove soli retko izazivaju iritaciju oka [85].

U tabeli 1.1 prikazani su odabrani komercijalno dostupni topikalni preparati koji sadrze
antihistaminike dvostrukog mehanizma dejstva.

Tabela 1.1. Pregled komercijalno dostupnih proizvoda koji sadrze antihistaminike dvostrukog
mehanizma dejstva [52, 78, 86]

. Sadrzaj ] ~ Registrovan na trzistu
Is_lf;sqc\:r;tia Naziv leka lekovite Nacin primene Pr(;ezr\;ﬁgad °
supstance RS EU SAD
Zaditen® 0,25 mg/ml 1 kap u oko 2 Thea Laboratories/ i + i
puta dnevno Francuska
. 1 kap u oko 2 ALCON PHARMS
Ketotifen Zaditor 0,25 mg/ml puta dnevno LTD i " "
Ketotifen
. 1 kap u oko 2 PHARMA STULLN
StuggsLeJnlt 0,25 mg/ml puta dnevno GMBH/Holandija i * i
1 kap u oko 2 MEDA PHARMA
Allergodil® 0,5 mg/ml do 4 puta GMBH & CO. KG/ + + -
dnevno Nemacka
1 kap u oko 2 URSAPHARM
Azelastin Pollival® 0,5 mg/ml do 4 puta ARZNEIMITTEL + + -
dnevno GMBH/Nemacka
Azelastine 1 kap uoko 2
hydrochloride 0,5 mg/ml do 4 puta AKORN/SAD - - +
dnevno
1 kap u oko 2 ALLERGANPHARM
o Relestat® 0.5mg/ml " tadnevno  ACEUTICALS/rska | * -
Epinastin Epinastine 1 kap u oko 2
. 0,5 mg/ml AKORN/SAD - - +
hydrochloride puta dnevno
1 kap u oko 2 ALCON-
Opatanol® 1 mg/ml uta dnevio COUVREUR + + -
P N.V./Belgija
. 1 kap u oko 2 HEMOFARM AD
Olopatadin Pana® 1 mg/ml VRSAC/ Republika + - -
puta dnevno o
Srbija
1 kap uokol ALCON
Pataday® 2 mg/ml dnevino LABORATORIES, - - +
INC./SAD

Antihistaminici dvostrukog mehanizma delovanja (engl. dual-action drugs) kombinuju efekat

blokade histaminskih receptora i stabilizacije mastocita sprecavajuci oslobadanje medijatora upale.
Na taj nacin ne samo da otklanjaju simptome, nego 1 smanjuju ucestalost ponovnog javljanja
alergijskih epizoda, te su znacajni i za kasnu fazu alergijskog odgovora prednjeg segmenta oka.
Predstavnici ove grupe lekova su ketotifen, azelastin, epinastin i olopatadin [15, 82], od kojih su
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ketotifen i olopatadin koris¢eni kao model supstance koje su predmet istrazivanja ove disertacije. Obe
lekovite supstance ulaze u sastav registrovanih preparata, kapi za o¢i u obliku rastvora, i namenjene
su za terapiju alergijskog konjunktivitisa. Najces¢i nezeljeni efekti antihistaminika dvostrukog
mehanizma dejstva su bol u oku, iritacija oka, osecaj prisustva stranog tela i suvo oko [15].

Nakon primene antihistiminika lokalno u obliku kapi za o¢i, samo mala koli¢ina (od 1% do
5%) lekovite supstance penetrira kroz roznjacu. Ostatak leka bude apsorbovan preko konjunktive i
sluznice nosa, a u najvec¢oj meri progutan nakon prolaska kroz nazolakrimalni kanal [85]. Kako bi se
ovaj problem prevaziSao, kapi za oc€i se obi¢no propisuju sa velikom ucestaloS¢u doziranja, Sto dovodi
do lose komplijanse, a naro¢it problem nastaje kod hroni¢nih stanja. Zbog toga je fokus savremenih
istrazivanja na unapredenju konvencionalih farmaceutskih oblika i razvoju novih, potencijalno
unapredenih nosaca kojima bi se postiglo produzeno zadrzavanja leka na povrsini oka [25, 87, 88].

1.4.1.1 Fizi¢ko-hemijske osobine, delovanje i upotreba ketotifen-hidrogenfumarata

Ketotifen-hidrogenfumarat (KF) je selektivni antagonista H1 receptora koji inhibira
oslobadanje histamina i medijatora upale iz mastocita. Moze spreéiti infiltraciju, aktivaciju i
degranulaciju eozinofila. Koristi se kod razli¢itih stanja kao $to su astma, alergijski rinitis i alergijski
konjunktivitis. Za razliku od jedinjenja kromolina (npr. natrijum-kromoglikat, nedokromil), ujedno
vrsi stabilizaciju mastocita i deluje kao antagonista H1 receptora, ali i inhibira stvaranje leukotriena
[82]. Strukturna formula i osnovne osobine KF navedene su u tabeli 1.2.

Tabela 1.2. Hemijska struktura i osobine ketotifen-hidrogenfumarata [43, 91]

N

Strukturna formula

CO,H
N 2
Y 'HOZC/\/

4-(1-metilpiperidin-4-iliden)-4,9-dihidro-10H-
IUPAC nomeklatura benzo[4,5]ciklohepta[1,2-b]tiofen-10-on hidrogen(E)-

fumarat
Molekulska formula C23H23NOsS
Mr 4255
Beli ili braonkasto-zuti fini kristalni prasak, umereno
Osobine rastvorljiv u vodi, teSko rastvorljiv u metanolu, vrlo tesko
rastvorljiv u acetonitrilu
logP 3,55
Tacka topljenja 190 °C
CAS broj 34580-14-8
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Ketotifen je baza, pKa vrednosti 8,43. Primenjuje se u obliku fumarata, ali se sadrzaj aktivne
supstance uobicajeno izraZzava u odnosu na bazu, odnosno 1,38 mg ketotifen-fumarata je ekvivalentno
1 mg ketotifena [89]. Izracunata vrednost koeficijenta distribucije/raspodele (log D), kao mera
lipofilnosti za ketotifen pri pH 5,5 (predvidena pH vrednost vehikuluma) iznosi 1,43 [90].

Ketotifen se koristi u najnizoj koncentraciji 0,025 % (m/V), u odnosu na ostale predstavnike
grupe antihistaminika sa dvostrukim mehanizmom delovanja. Za razliku od ostalih predstavnika,
ketotifen je jedini dostupan u jednodoznom kontejneru bez konzervansa, te je narocito pogodan za
pacijente koji nose kontaktna so¢iva (tabela 1.1).

U literaturi postoji samo nekoliko istrazivanja koja se bave unapredenjem konvencionalnih
farmaceutskih oblika i formulacijom novijih nosaca sa KF, a sve u cilju duzeg zadrzavanja leka na
povrsini oka i pobolj$anja okularne raspolozivosti. Pre svega to se odnosi na ukljucivanje polimera
(hijaluronska kiselina i polisaharidi iz semena tamarinda) u rastvore lekovite supstance, kao i na
formulaciju in situ gelirajuc¢ih sistema koji sadrze neki od polimera podloznih faznom prelazu iz
rastvorenog u gel stanje pod uticajem promene uslova u njihovom okruZenju (temperatura, pH ili
jonski sastav sredine) (npr. deacetilovana gelan guma) [60, 92].

1.4.1.2 Fizi¢ko-hemijske osobine, delovanje i upotreba olopatadin-hidrohlorida

Olopatadin-hidrohlorid (OLO) je tricikli¢cno jedinjenje koji sadrzi alkilamino i karboksilnu
grupu (tabela 1.3). Selektivni je antagonista H1 receptora koji poseduje osobine stabilizacije
mastocita, a pokazao je i sposobnost inhibicije razli¢itih citokina. Afinitet za H1 receptore je znacajno
vis$i u odnosu na H2 i H3 receptore, a selektivnost za histaminske receptore je znacajno izrazena i u
odnosu na a-adrenergicke, dopaminergicke, serotonergicke i muskarinske receptore. Prisustvo
karboksilne grupe je o¢igledno odgovorno za slab afinitet prema muskarinskim receptorima [85].

Tabela 1.3. Hemijska struktura i osobine olopatadin-hidrohlorida [91, 93]

N

~

« HCI
Strukturna formula C ‘

HO

0

(112)-11-[3-(dimetilamino) propiliden]-6,11-dibenzo [b,e]
oksepin-2-il-sir¢etna kiselina, hidrohlorid

IUPAC nomeklatura

Molekulska formula C21H23NOs - HCI

Mr 373,9
Beli kristalni prasak, umereno rastvorljiv u vodi, vrlo tesko

Osobine rastvorljiv u anhidrovanom alkoholu, vrlo lako rastvorlji u
mravljoj kiselini.

log P 0,75

Tacka topljenja 250-254 °C

CAS broj 140462-76-6
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Komercijalno je dostupan u obliku kapi za o¢i u tri razlicite terapijske koncentracije (0,1%,
0,2% i 0,7%) [82]. Na trzistu su najzastupljenije kapi za o€i koje sadrze 0,1% olopatadin baze
indikovane za leCenje alergijskog konjunktivitisa i kao takve primenjuju se dva puta dnevno.
Alternativno, kapi za oc¢i sa 0,2% olopatadin baze primenjuju se jednom dnevno (tabela 1.1).
Olopatadin ima dve pKa vrednosti, pKal (jaka kiselina) koja iznosi 3,78, te pKa2 (jaka baza) 9,76
[91]. Izracunata vrednost koeficijenta distribucije/raspodele (log D) pri pH 5,5 iznosi 0,74 [90].

Olopatadin se primenjuje u najvisoj koncentraciji U odnosu na ostale predstavnike lekova
dvostrukog mehanizma dejstva. Pokazano je da nema znacajne razlike u efikasnosti otklanjanja
simptoma svraba olopatadina u odnosu na ketotifen [94], osim toga $to olopatadin brze deluje i bolje
se podnosi [95].

S obzirom da je olopatadin najnoviji lek iz ove grupe lekova, u literaturi je prisutan mali broj
istrazivanja na polju razvoja novih formulacija ili unapredenja postojecih u cilju poboljsanja okularne
raspolozivosti. Uspe$no je formulisan in situ gel sa gelan gumom i karbopolom [88] ¢ime je postignut
sinergisticki efekat (poboljSane gelirajuce karakteristike) na povrsSini oka i jedan termosenzitivni gel
na bazi poloksamera 407 i poloksamera 188 [96].

1.5 METODE KARAKTERIZACIJE OFTALMOLOSKIH PREPARATA

Ph. Eur 10.0 u monografiji Ophthalmica propisuje slede¢e farmaceutske oblike: kapi za o¢i,
losione za oci, praskove za kapi za oCi, praskove za losione za oci, polu¢vrste preparate i oftalmoloske
inserte. Opste ispitivanje za sve preparate za o¢i (Ph. Eur. 10.0) je ispitivanje sterilnosti (Ph. Eur.
2.6.1), dok se kod pojedinih vrsta preparata za o¢i navode: veli¢ina Cestica (Kapi za oci | Polucvrsti
preparati za oci), ujednacenost doznih jedinica (Praskovi za kapi za oci, Praskovi za losione za oci |
Oftalmoloski inserti) i Ujednacenost sadrzaja (Oftalmoloski inserti).

Pored navedenih ispitivanja u okviru procene kvaliteta preparata za oci uobicajeno se
sprovode ispitivanja: identifikacije, izgleda i bistrine, sadrzaja lekovite supstance, pH vrednosti,
osmolalnosti, odredivanje sadrzaja konzervansa i antioksidansa, ujednac¢enost mase, ujednacenost
doznih jedinica [2].

Modifikacije konvencionalnih farmaceutskih oblika i razvoj savremenih nosaca zahteva
primenu novih metoda analize u cilju $to potpunije farmaceutsko-tehnoloske i biofarmaceutske
karakterizacije. U zavisnosti od farmaceutskog oblika mogu se sprovesti i dodatna ispitivanja kao §to
su ispitivanje efikasnosti inkapsulacije, interakcija izmedu lekovite supstance i nosaca, mogucnost
formiranja gela kod in situ geliraju¢ih sistema, mukoadhezivnosti, in vitro/ex vivo transkornealna
permeacija, a sprovode se i testovi citotoksi¢nosti/biokompatibilnosti i iritacije [97].

Poznato je da dodavanje sredstava za podeSavanje viskoziteta formulacijama kapi za oc¢i u
znacajnoj meri moze poboljSati okularnu raspolozivost lekovite supstance jer produzava njeno
zadrzavanje na mestu primene. Pra¢enjem viskoziteta kapi za o¢i, moguce je odrediti odgovarajuce
koncentracije polimera kako bi se postigao optimalan efekat na zadrZzavanje preparata, a izbegli
nezeljeni efekti na povrSini oka, poput zamagljenja vida ili otezanog treptanja. Tako dobijeni viskozni
rastvori naj¢eS¢e poseduju pseudoplasti¢na svojstva, odnosno vremenski zavisno proticanje (engl.
shear thinning) i ponekada je tesko napraviti razliku izmedu izrazito viskoznih rastvora i gelova. Iz
tog razloga znacajna su ispitivanja viskoziteta i tipa tecenja na ovaj nac¢in modifikovanih formulacija
kapi za o¢i. Viskozni rastvori koji sadrze hidrofilne polimere, najcesc¢e predstavljaju te¢nosti koje
ispoljavaju nenjutnovski tip teenja.

Svojstvo polimera da adherira za bioloske membrane je znacajnije sa aspekta povecanja
okularne raspoloZivosti od njihove sposobnosti da dovode do povecanja viskoziteta, jer se tecni
preparati nizeg viskoziteta bolje podnose na oku. Sposobnost polimera da stupaju u nekovalentne
interakcije sa mucinom omogucava njihovo adheriranje za kornealne i konjunktivalne povrsine oka.
Ovo svojstvo polimera omogucava duze zadrzavanje primenjenog te¢nog preparata na povrsini oka,
manji gubitak usled drenaze, bolju penetraciju lekovitih supstanci ili duzu lokalnu aktivnost [10, 24].
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Nastanak fenomena mukoadhezije uobicajeno se objasnjava kroz dve sukcesivne faze (slika
1.11). U prvoj fazi, dolazi do uspostavljanja kontakta izmedu mukoadhezivnog polimera 1 bioloske
podloge (u ovoj fazi klju¢nu ulogu igraju sposobnost polimera da se rasprostire po bioloskoj podlozi
i medufazne sile); u drugoj fazi koja se moze definisati kao faza konsolidacije u kojoj dolazi do fizicke
interakcije i obrazovanja sekundarnih hemijskih veza izmedu mukadhezivnog polimera i mukusa koji
se nalazi na povrsini sluzokoze. U slucaju mukoadhezivnih polimera, ovoj fazi prethodi medusobna
interpenetracija polimernih lanaca i glikoproteina mucina [98].

FAZA
KONSOLIDACIJE

FAZA
KONTAKTA

Kapi
za oéi
Mesto

=
5
o o / T
Sloj i .

Bioadhezivni Bioadhezivni

i ; Bioadhezivni
potmer polimer

polimer

Slika 1.11. Sematski prikaz mehanizma mukoadhezije (prilagodeno iz [99])

Za procenu mukoadhezivnih karakteristika koriste se razli¢ite in vitro i in vivo metode [100-
102].

Jedna od jednostavnih, jeftinih i lako izvodivih metoda je turbidimetrijska. Metoda se zasniva
na merenju turbiditeta disperzije mucina nakon inkubacije sa ispitivanim uzorkom. Nakon meSanja
rastvora polimera sa disperzijom mucina, u slu¢aju interakcije, dolazi do pojave precipitata 1 promene
turbiditeta u odnosu na turbiditet disperzije mucina [100, 103].

Metoda merenja zeta potencijala koja se jo§ naziva mucin Cesticna metoda (engl. mucin
particle method) je korisna tehnika procene mukoadhezivnih karakteristika u slué¢aju polimera koji
stupaju u elektrostaticke interakcije sa mucinom. Zasniva se na promeni zeta potencijala disperzije
mucina nakon inkubacije sa polimerom koji ima afinitet za interakciju sa mucinom [100, 104].

Reoloski pristup procene sposobnosti polimera da adherira za mukozne membrane zasniva se
na merenju povecanja viskoziteta ili viskoelasti¢nosti nakon njegovog mesanja sa disperzijom mucina
[105]. Sila mukoadhezije procenjuje se na osnovu promena viskoziteta u sisitemu gde se energija
interakcije moZe transformisati u rad, Sto rezultuje preraspodelom makromolekula i promenom
viskoziteta. Stoga, mukoadhezivnost se detektuje kada je reoloski odgovor smese polimer-mucin veci
od doprinosa rastvora polimera i disperzije mucina pojedinacno. Osim kontinualne reoloske analize,
najcescée se uporedo sprovodi i oscilatorna reoloska analiza kako bi se pored viskoziteta analiziralo i
elasti¢no ponasanje uzorka [100, 105].

Pored brojnih zahteva za kvalitet koje treba da ispune kapi za oci kako bi bile fizioloski
prihvatljive (pH, toni¢nost, viskozitet), podesavanju povrSinskog napona je posveceno daleko manje
paznje. Odredivanje povrsinskog napona kapi za o¢i u obliku rastvora je vrlo korisna tehnika koja
omogucava procenu kompatibilnosti kapi za o€i i suzne te¢nosti [13]. Dodavanjem polimera u kapi
za o¢i u obliku rastvora dolazi do poveéanja njihovog viskoziteta, uz smanjenje povrsinskog napona.
Viskozni rastvori nizeg povrSinskog napona lakSe se rasprostiru po povrsini oka, bolje adheriraju za
povrsinu roznjace pri ¢emu se produzava vreme zadrZavanja rastvora na oku [3, 23]. Pored svega
navedenog, povrSinski napon moze uticati na proces proizvodnje, kao i tacnost doziranja, tj.
ujednacenost volumena kapi iz viSedoznih kontejnera [106].
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Biofarmaceutska karakterizacija oftalmoloskih preparata u proslosti se u mnogome zasnivala
na upotrebi zivotinjskih modela, dok je poslednjih nekoliko decenija ostvaren znacajan napredak u
razvoju novih tehnika koje se zasnivaju na primeni ex vivo tkivnih, in vitro ¢elijskih modela i in silico
metoda [1, 107].

Ispitivanje permeabilnosti lekovitih supstanci kroz barijere oka predstavlja jedan od
najznacajnijih koraka u proceni okularne raspolozivosti i/ili bioekvivalentnosti. Pomoc¢ne supstance
koje ulaze u sastav formulacije znacajno uti¢u na permeaciju lekovitih supstanci kroz barijere oka,
tako da se samo male promene u formulaciji mogu znacajno odraziti na permeaciju lekovite
supstance. Celijski i tkivni modeli su ekvivalentni modeli za odredivanje okularne raspoloZivosti. Ne
koriste se rutinski u industriji i ne sprovode se u standardnim regulatornim protokolima zbog
nedostatka validacije takvih metoda. U poslednjoj decenji, intenzivno se radilo na razvoju modela
prednjeg segmenta oka (naroc¢ito modela roznjace) [108-110].

Za predvidanje kornealne permeabilnosti koriste se razli¢iti modeli, najces¢e oni koji se
zasnivaju na ex vivo metodama i upotrebi ki¢menjaka, te in vitro ¢elijske metode. Kod ex vivo metoda
koriste se cele o¢i ili izolovane roznjace razlicitih zivotinjskih vrsta kao §to su svinja [111], koza [88],
krava [112], ili zec kao membrane koja se postavlja izmedu donorskog i akceptorskog dela
modifikovane Franz-ove difuzione celije.

Kako bi se broj zrtvovanih laboratorijskih Zivotinja sveo na minimum i izbegli problemi
vezani za eti¢ka pitanja, sve viSe se koriste in vitro celijske metode. Modeli koji se zasnivaju na
¢elijama najéeS¢e podrazumevaju upotrebu primarnih Celijskih kultura, besmrtnih ¢éelijskih linija ili
rekonstruisanih kultura tkiva zeéijeg ili ljudskog porekla [113].

Pored ovih, razvijeni su i razli¢iti in vitro transkornealni modeli za ispitivanje permeabilnosti
koji se razlikuju po tipu i poreklu ¢elija (Zivotinjske/humane), materijalu od koga su napravljene
polupropustljive membrane, protokolu za uzgoj ¢elija, sastavu medijuma za uzgoj i duZini trajanja
kultivacije ¢elija i izlaganja vazduhu [109, 110, 114, 115]. Besmrtne Celijske linije karakterise gotovo
beskonacan zivotni vek usled mutacije u ¢elijskom genomu koja omogucava izbegavanje procesa
starenja [116]. Besmrtna celijska linija zasnovana na humanim epitelnim ¢elijama roznjace (engl.
human corneal epithelial cells, HCE-T) je u najve¢oj meri okarakterisana u smislu poroziteta i
veli¢ine pora formirane epitelne barijere in vitro, pasivnog paracelularanog i transcelularnog
transporta [109, 117, 118]. Pored jednostavnosti, reproduktivnosti, ponovljivosti i moguénosti
testiranja velikog broja uzoraka, primena savremenih tehnika omoguéava smanjenje troskova i
vremena potrebnog za izvodenje eksperimenata. [1].

Jedna od savremenih metoda predvidanja kornealne peremabilnosti lekovitih supstanci iz
testiranih kapi za o¢i, zasniva se na primeni vestackih paralelnih membrana (engl. Parallel Artificial-
Membrane Permeability Assay, PAMPA). PAMPA tehnika se moze smatrati korisnom alternativom
u ranima fazama razvoja oftalmoloskih preparata, u odnosu na skupe i vremenski zahtevne X vivo i
in vitro ¢elijske metode [107, 119]. Primenom ove tehnike odreduje se transcelularna permeabilnost
jer je vestacka membrana zasnovana na fosfolipidnom sloju [107]. Uzimajuéi u obzir da je epitelni
sloj roznjace odgovoran za 99% otpora za difuziju lekovitih supstanci, dok ostali slojevi (stroma 1
endotelni sloj) mogu delimi¢no uticati na difuziju izrazito lipofilnih jedinjenja [120, 121], zakljucuje
se da PAMPA predstavlja korisnu tehniku predvidanja kornealne permeabilnosti za lekovite
supstance za koje hidrofilna stroma nece biti ograni¢avajuéi faktor permeabilnosti. Ova metoda
podrazumeva ispitivanje permeabilnosti supstance mehanizmom pasivne difuzije iz donorskog u
akceptorski odeljak kroz vestacku membranu. Ispitivanje se sprovodi na mikrofilterskim plocama (96
bunaric¢a) koje imaju donorski i akceptorski odeljak izmedu kojih se postavlja veStatka membrana
formirana od fosfolipida. Nakon inkubacije, meri se sadrzaj lekovite supstance u svakom odeljku
primenom odgovarajuce analiticke metode, na osnovu ¢ega se odreduje permeabilnost [107].

In vivo ispitivanja oftalmoloskih preparata se pored odredivanja bioloske raspolozivosti i
bioekvivalencije, pracenjem koncentracije primenjene lekovite supstance u suznoj tecnosti, izvode
radi procene okularne podnosljivosti (Draize test), odnosno bezbednosti. Za in vivo ispitivanja
oftalmoloskih preparata, u najve¢em broju studija, kao eksperimentalne zivotinje, koriste se zecevi,
ali 1 druge zivotinjske vrste, npr. psi [122]. Draize-ov test je test akutne toksi¢nosti osmisljen 1944,
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godine od strane FDA-a i toksikologa John H. Draize i Jacob M. Spines. Prilikom izvodenja testa,
prati se eventualna pojava crvenila, otoka, suzenja, ulceracija, krvarenja, zamagljenja vida ili slepila
na oku zeCeva. Nakon testa, zivotinje se podvrgavaju eutanaziji, ako je doSlo do nepovratnog
ostecenja oka. Zivotinje se mogu ponovo koristiti za testiranje, ako preparat koji je testiran nije
izazvao nikakva trajna oStecenja [123].

Zbog kontroverzne prirode, primena Draize testa u SAD-u i Evropi smanjena je poslednjih
godina i ponekada je modifikovana primenom anestetika i nize koncentracije ispitivanih supstanci.
Supstance za koje se ve¢ u in vitro uslovima utvrdi pojava nezeljenih efekata, ne koriste se pri
izvodenju Draize testa, $to dovodi do smanjenja broja testova [123]. Pri planiranju eksperimentalnog
rada na zivotinjama, potrebno je poStovati eticke principe. Prema Direktivi 2010/63/EU Evropskog
Parlamenta prilikom izbora metoda ispitivanja, principi zamene, smanjenja i usavr$avanja (engl.
Replacement, Reduction and Refinement) treba da se primenjuju kroz strogu hijerarhiju zahteva sa
ciljem kori$¢enja alternativnih metoda. Gde god je moguce, umesto eksperimenta in vivo neophodno
je Koristiti alternativne eksperimentalne in vitro modele (npr. ¢elijske kulture, izolovani organi,
mikroorganizme) i kompjuterske simulacije. Zahtev za smanjenje upotrebe eksperimentalnih
zivotinja odnosi se pre svega na toksikoloska ispitivanja. Tamo gde zakonodavstvo Evropske unije
ne priznaje ni jednu alternativnu metodu, potrebno je koristiti najmanji moguci broj eksperimentalnih
zivotinja pridrzavajuéi se statistickih procena. Neophodno je osigurati koriS¢enje zdravih Zivotinja,
zivotinja odgovarajuce vrste i uzrasta koje moraju biti propisno uzgojene i cuvane i po moguénosti
srodne [124].

Epitel roznjace predstavlja najosetljiviju i prvu povrsinu oka sa kojom u kontakt dolaze
supstance koje potencijalno mogu izazvati iritaciju. RoZnjaca je veoma osetljiva na nespecificne
iritanse poput pH vrednosti i toni¢nosti (hipo- i hiper-) oftalmoloskih preparata [15]. Ovaj spoljasnji
sloj roznjace Stiti ostatak tkiva ogranicavajuci penetraciju stranih supstanci, dok istrovremeno
omogucava prolazak kiseonika 1 nutrijenata ka dubljim slojevima roznjae. Procena
biokompatibilnosti i citotoksi¢nosti predstavlja jedan od osnovnih ¢inilaca koje je potrebno razmotriti
prilikom razvoja novih formulacija oftalmoloskih preparata [122].

In vitro uzgojene kulture humanih ¢éelija epitela roznjace i test redukcije tetrazolijumove soli
(MTT) predstavljaju korisnu tehniku za sprovodenje preliminarnih studija citotoksi¢nosti novih
oftalmoloskih formulacija. 3D modeli humanih ¢elija roZnjace predloZeni su kao korisna alternative
klasi¢nom Draize testu u cilju procene potencijalnih iritirajué¢ih efekata na oko, nakon primene
farmaceutskih i kozmetic¢kih proizvoda [125]. Pokazalo se da MTT test predstavlja brzu i isplativu
metodu skrininga citotoksi¢nosti novih lekovitih preparata, a postupak koji se sprovodi na 3D
modelima roZnjace pruza dobru korelaciju izmedu in vitro rezultata i vrednosti modifikovanog
maksimalnog prose¢nog rezultata (engl. Modified Maximum Average Score, MMAS) koje odgovaraju
maksimalnom prose¢nom rezultatu (engl. Maximum Average Score, MAC), dobijenom nakon 24 h ili
viSe u in vivo eksperimentu. Koris¢enje besmrtnih ¢elijskih linija je izuzetno prihvatljivo sa aspekta
dostupnosti, ponovljivosti, lako¢e odrzavanja i lakoce otkrivanja osteéenja [122, 125].

U cilju procene patofizioloskih aspekata i prac¢enja efikasnosti oftalmoloSkih preparata koji
sadrze antihistaminike, razvijeni su razli¢iti animalni modeli alergijskog konjunktivitisa. In vivo
studije podrazumevaju primenu izazivaca alergijskih reakcija (pruritogena) eksperimentalnoj
Zivotinji, §to dovodi do karakteristiénog ponasanja koje se moze kvantifikovati [126, 127, 128].

Svrab je karakteristican simptom kod razli¢itih formi konjunktivitisa, a koji se kod animalnih
subjekata manifestuje u formi karakteristiCnog ¢eSanja oka zadnjom Sapom. CeSanje oka moze
dovesti do oStecenja povrSine oka §to prouzrokuje dodatnu inflamaciju 1 poja¢avanje osecaja svraba.
Kao posledica naruSavanja integriteta roznjace koja je izuzetno osetljiva na algogene podrazaje,
moguca je pojava bola. Zbog toga je znacajno efikasno suzbiti osecaj svraba, kako bi se sprecio
nastanak dodatnih oStecenja i pojave osecaja bola [129]. Kao animalni subjekti u pretklinickim
modelima alergijskog konjunktivitisa najéesce su korisc¢eni glodari, zamorci [130, 131] i miSevi [132,
133]. Misevi soja C57BL/6 preporucuju se kao najpodesniji animalni subjekt za postavljanje modela
alergijskog konjunktivitisa i ispitivanje potencijalno novih tretmana [129, 134].
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2.CILJ RADA






Cilj eksperimentalnog rada ove doktorske disertacije je razvoj novih, biokompatibilnih,
viskoznih vehikuluma za kapi za o¢i baziranih na polisahardinim polimerima (derivati celuloze,
hidrokispropil guar guma, hitozan i natrijum-hijaluronat) sa lubrikantnim svojstvima i poboljSanim
mukoadhezivnim karakteristikama, te preporu¢enim osobinama klju¢nim za kvalitet oftalmoloskih
preparata koje se planiraju posti¢i variranjem vrste, koncentracija i kombinacija polimera. Ocekuje
se da bi novoformulisani vehikulumi mogli imati koristan efekat u ublazavanju simptoma sindroma
suvog oka, produzeno vreme zadrzavanja na mestu primene i efikasno odupiranje drenaznom sistemu.
Pored toga, ocCekuje se da ¢e razvijeni vehikulumi, kao nosac¢i za lekovite supstance iz grupe
antihistaminika (ketotifena i olopatadina), unaprediti njihovu okularnu raspolozivost. Postavljeni cilj
realizovan je kroz tri faze eksperimentalnog rada.

Cilj prve faze eksperimentalnog rada bio je razvoj viskoznih vehikuluma koji sadrze jedan
ili kombinaciju polisaharidnih polimera u odgovaraju¢im koncentracijama koji ¢e uz dodatak ostalih
pomoc¢nih supstanci koje uobifajeno ulaze u sastav oftalmoloSkih preparata (sredstva za
izotonizaciju, pufera, konzervansa i sredstava za podesavanje pH vrednosti), posedovati optimalne
fizicko-hemijske i funkcionalne karakteristike relevantne za njihovu primenu kao lubrikanasa i
vehikuluma za kapi za oci.

Cilj druge faze eksperimentalnog rada bila je izrada kapi za o¢i sa model lekovitim
supstancama (ketotifen i olopatadin) i vehikulumima koji su na osnovu optimalnih karakteristika
odabrani po zavrSetku prve faze eksperimentalnog rada. Karakterizacija izradenih kapi za oci
obuhvatila je ispitivanje kompatibilnosti lekovitih i pomo¢nih supstanci, procenu kornealne
permeabilnosti model lekovitih supstanci primenom razlicitih in vitro (¢elijskih i bezcelijskih)
modela roznjace, kao i procenu preliminarne stabilnosti izradenih kapi za o¢i sprovodenjem ubrzanih
testova (,,stres* studija). U ovoj fazi istrazivanja u cilju procene postignutih unapredenja razli¢itim
formulacionim pristupima, dobijeni rezultati su poredeni sa komercijalno dostupnim kapima za oci
sa istim lekovitim supstancama, koji u sastavu ne sadrze polimere ili druge supstance za povecanje
viskoziteta.

Cilj trece faze eksperimentalnog rada bio je utvrdivanje biokompatibilnosti i efikasnosti
izradenih formulacija kapi za oci. Biokompatibilnost je procenjena na dva razli¢ita in vitro HCE-T
¢elijska modela i sprovodenjem MTT testa, dok je procena efikasnosti u suzbijanju osecaja svraba i
bola ispitivana na oku miseva (soj C57BL/6) u modelu akutnog alergijskog konjunktivitisa. Kao
referentni uzorci 1 u ovoj fazi istraZivanja, radi poredenja dobijenih rezultata, koriS¢eni su
komercijalno dostupni preparati kapi za oci sa istim lekovitim supstancama.
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3.EKSPERIMENTALNI DEO






3.1 MATERIJALI

Za izradu vehikuluma sa lubrikantnim svojstvima kori$éeni su polimeri ¢ije osobine su
navedene u tabeli 3.1.

Kao polisaharidni polimeri koris¢eni su: hipromeloza (HPMC) (Fagron, Belgija),
hidroksietilceluloza (HEC) (Acef, Italija), hitozan, niske i srednje molekulske mase, visokog stepena
deacetilacije (> 75%) (LMW i MMW CS) (Sigma—Aldrich Laborchemikalien GmbH, Nemacka),
hidroksipropil guar guma (HP 40 GG) (MS = 0,4) (Ashland Inc., SAD), hidroksipropil guar guma
(HP GG) (MS = 0,6) (Solvay Chemicals GmbH, Nemacka) i natrijum-hijaluronat (NH) (Sandream
Impact, LLC, SAD).

Kao sredstvo za izotonizaciju koriiéen je natrijum-hlorid (Lach-Ner, Ceska), a kao puferska
komponenta natrijum-hidrogenfosfat, bezvodni (Lach-Ner, Ceska). Za konzervisanje upotrebljavan
je benzalkonijum-hlorid (BAK) (Fagron, Belgija). Prilikom procene mukoadhezivnih karakteristika
ispitivanih vehikuluma, koris¢en je mucin dobijen iz svinjskog Zeluca (tip II) (Sigma—Aldrich
Laborchemikalien GmbH, Nemacka).

Model lekovite supstance su bile olopatadin-hidrohlorid (OLO) (Shanghai Pengteng Fine
Chemical, Sangaj, Kina) i ketotifen-hidrogenfumarat (KF) (Beijing Mesochem Technology, Peking,
Kina).

U cilju ispitivanja permeabilnosti model lekovitih supstanci kroz in vitro uzgojenu humanu
roznjacu koris¢ena je besmrtna celijska linija epitela roznjate (HCE-T; RIKEN Cell Bank, Japan).
In vitro éelijski modeli (I i II) uzgojeni su na polikarbonatnim plo¢ama Transwell® (promera 12 mm,
povrsine 1,12 cm?, velidine pora 0,4 um (1) i 3,0 um (11); Corning B.V. Life Sciences, Holandija),
dok je za oblaganje ploca koris¢en humani fibronektin (I), odnosno kolagen iz repa pacova tip | (I1)
(Sigma—Aldrich Laborchemikalien GmbH, Nemacka). Uzgoj ¢elija vr$en je uz dodatak medijuma za
uzgoj i ishranu ¢elija Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/ Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEM/
F-12) (Sigma—Aldrich Laborchemikalien GmbH, Nemacka) koji sadrzi fetalni govedi serum (5%,
Biosera, Francuska), humani insulin (5 pg/ml, Applichem, Nemacka), dimetilsulfoksid (0,5%,
Applichem),  epidermalni  faktor rasta (10 ng/ml,  Applichem, Nemacka) |
Penicilin/Streptomicin/Amfotericin B (Lonza, Svajcarska). Henkov balansirani rastvor elektrolita
(engl. Hank's balanced salt solution, HBSS) (pH 5,5) pripremljen je rastvaranjem natrijum-hlorida
(8,0 mg/ml) (Kemig, Hrvatska), kalijum-hlorida (0,4 mg/ml) (Kemig, Hrvatska), natrijum-
hidrogenkarbonata (0,35 mg/ml) (Kemig, Hrvatska), D-glukoza, monohidrata (1,1 mg/ml) (Kemig,
Hrvatska), kalijum-dihidrogenfosfata (0,06 mg/ml) (Kemika, Hrvatska), natrijum-hidrogenfosfat,
dihidrata (0,06 mg/ml)(Fluka Chemie AG, Svajcarska), magnezijum-hlorid, heksahidrata (0,1 mg/ml)
(Merck, Nemacka), magnezijum-sulfat, heptahidrata (0,1 mg/ml) (Kemig, Hrvatska), kalcijum-
hlorid, dihidrata (0,185 mg/ml) (Sigma—Aldrich Laborchemikalien GmbH, Nemacka) i HEPES (4-
(2-hidroksietil)piperazin-1-etansulfonska kiselina) (7,15 mg/ml) (Applichem, Nemacka).

Za izvodenje PAMPA testa koriscen je L-a-fosfatidilholin (lecitina jajeta (> 99%)) (Sigma—
Aldrich Laborchemikalien GmbH, Nemacka). Za ispitivanje biokompatibilnosti koriséen je MTT (3-
[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolijum bromid) (Applichem, Nemacka).

U in vivo studiji, za izazivanje osecaja svraba na oku miSeva, koriS¢en je histamin-
dihidrohlorid (Sigma—Aldrich Laborchemikalien GmbH, Nemacka).

Za izradu svih uzoraka i u toku ispitivanja koriséena je sveze dobijena precis¢ena voda
(GenPure apparatus, TKA Wasseraufbereitungssysteme GmbH, Nemacka).

Svi upotrebljeni reagensi i hemikalije odgovaraju zahtevima vazec¢ih farmakopeja (Ph. Eur., USP).

35



Tabela 3.1. Osobine polimera koris¢enih za formulaciju viskoznih vehikuluma za kapi za o¢i [27, 43]

Naziv polimera Hidroksietilceluloza Hipromeloza Hitozan Natrijum-hijaluronat Hidroksipropil guar
(niskomolekulski/ guma
srednjemolekulski)

Definicija parcijalno O-(2- parcijano O-metil i (2— 2-amino-2-deoksi-(1,4)- natrijum-hijaluronat guar guma, 2—

hidroksietil) celuloza hidroksipropil) celuloza  B-D-glukopiranan hidroksipropil etar

CAS broj 9004-62-0 9004-65-3 9012-76-4 9067-32-7 39421-75-5

Nejonski polimer; u Nejonski polimer; u Katjonski polimer; Visoko molekulski Visokomolekulski oblik,
hladnoj vodi obrazuje hladnoj vodi obrazuje obrazuje bistre rastvore  polianjonski linearni nejonski polimer za
viskozne koloidne viskozne koloidne ili gelove u kombinaciji ~ mukopolisaharid; sastoji  povecanje viskoziteta,
rastvore; kompatibilan rastvore; kompatibilan sa polianjonskim se od naizmeni¢no efikasan u niskim

Osobine sa velikim brojem sa velikim brojem polimerima; rastvori poredanih jedinica N- koncentracijama, daje

lekovitih supstanci i
stabilan pri
autoklaviranju

lekovitih supstanci i
stabilan pri
autoklaviranju

poseduju
pseudoplasti¢na i
viskoelasti¢na svojstva

acetilglukozamina i D-
glukuronske kiseline

bistre rastvore;
kompatibilan sa
katjonskim
surfaktantima i
elektrolitima

Rastvorljivost u vodi

Rastvorljiv u vrucoj i
hladnoj vodi pri ¢emu
nastaje kolodni rastvor

Rastvara se u hladnoj
vodi, pri ¢emu nastaje
koloidni rastvor

Umereno rastvorljiv u
vodi

Umereno rastvorljiv ili
rastvorljiv u vodi

U hladnoj ili vru¢oj vodi
odmah nabubri i daje
viskozan rastvor

Beo, Zzuckastobeo ili
sivkastobeo prasak ili

Beo, zuckastobeo ili
sivkastobeo praSak ili

Beo ili gotovo beo, fini
prasak

Beo ili gotovo beo
higroskopan prasak ili

Gotovo beo do svetlo Zut
prasak

Izgled granule granule, higroskopan fibrozni agregati
nakon suSenja
4500-6500 ~4000 20-300/ 200-800 / 2500-4500 (1%) (2 h)

Viskozitet (mPa-s)
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3.2 METODE
3.2.1 Prva faza eksperimentalnog rada

U prvoj fazi eksperimentalnog rada pripremljeni su vehikulumi koji sadrze pojedinacne
polimere u rasponu koncentracija 0,25%-1,5%, u zavisnosti od upotrebljenog polimera i postojecih
literaturnih podataka, kako bi se procenio njihov uticaj na viskozitet, te tako odabrale i odgovarajuce
koncentracije polimera koje su kombinovane u izradi vehikuluma. U ovoj fazi izvrSeno je merenje
molekulske mase polimera za koje nisu bili dostupni ta¢ni podaci u literaturi i sertifikatima analize
(MMW CSi dvauzorka HP GG), s obzirom da vrednosti navedenog parametra mogu znac¢ajno uticati
na njihove funkcionalne karakteristike.

Nakon fizicko-hemijske karakterizacije izradenih vehikuluma izvrSena je selekcija onih koji
poseduju preporucene Karakteristike za oftalmoloske preparate u pogledu izgleda i bistrine,
osmolalnosti, povrsinskog napona, viskoziteta, kao i tipa proticanja pri ambijentalnim i simuliranim
fizioloskim uslovima. IzvrSeno je ispitivanje preliminarne stabilnosti izradenih vehikuluma nakon
Cuvanja 28 dana pri ambijentalnim uslovima (uobicajen rok upotrebe za oftalmoloske preparate nakon
otvaranja), a po isteku definisanog perioda ponovljena su ispitivanja izgleda, bistrine, pH i
viskoziteta.

Dodatno, izvrSena je procena mukoadhezivnih karakteristika odabranih vehikuluma kako
onih sa pojedina¢nim, tako i onih sa kombinacijom dva polimera. S obzirom da su u ovoj fazi
vehikulumi posmatrani kao potencijlani lubrikansi koji bi se mogli koristiti u tretmanu sindroma
suvog oka, ispitivanja funkcionalnih karakteristika su istovremeno vrSena i na komercijalno
dostupnim preparatima iz grupe preparata za vlazenje i negu oka.

3.2.1.1 lzrada vehikuluma sa lubrikantnim svojstvima

Svi vehikulumi su izradeni u laboratorijskim uslovima, na sobnoj temperaturi, uz koriS¢enje
sveze dobijene pre¢iséene vode, a potom su sterilisani primenom zasi¢ene vodene pare pod pritiskom
na 121 °C tokom 15 minuta (Autoklav serija 250, Sutjeska, Srbija). Sastav vehikuluma prikazan je u
tabeli 3.2.

Na pocetku izrade pripremljeni su osnovni rastvori polimera ¢ija koncentracija je bila
dvostruko veca nego u finalnom vehikulumu. Osnovni rastvori HP GG i NH pripremljeni su
dispergovanjem odgovarajuce koli¢ine polimera u sveze pre¢is¢enoj vodi (~75% od ukupne koli¢ine
vehikuluma) uz mesanje na magnetnoj mesalici (Falc, Italija) u toku 1-2 h. Nakon toga, rastvori
polimera su ¢uvani u frizideru u toku 24 h, na temperaturi 2—-8 °C radi potpune hidratacije polimera.
Osnovni rastvor hitozana pripreman je na isti nacin, ali u 1% - tnom (V/V) rastvoru siréetne kiseline.
Osnovni rastvori derivata celuloze pripremljeni su tako $to su odgovarajuce koli¢ine polimera posute
po povrsini dela prec¢is¢ene vode (~60%) potrebne za izradu rastvora, zagrejane na temperaturu od
80-90 °C, i ostavljeni da hidratisu u toku 2-3 h. Nakon hidratacije polimera, rastvori su dopunjeni
do propisanog volumena precis¢enom vodom, ohladenom na 0 °C uz dodatno mesanje na magnetnoj
mesalici u narednih 15 minuta do dobijanja bistrog rastvora.

U delu preciséene vode (~20% od ukupne koli¢ine vehikuluma) rastvorene su odgovarajuce
koli¢ine pomo¢nih supstanci, natrijum-hlorid kao sredstvo za izotonizaciju, dibazni natrijum-fosfat
kao puferska komponenta uz mesanje na ultrazvuénom kupatilu (Bandelin electronic, DT x2 H,
Nemacka) do potpunog rastvaranja. Nakon potpunog hidratisanja, prethodno pripremljenim
rastvorima polimera dodat je rastvor pomoc¢nih supstanci i izvrSeno konzervisanje vehikuluma uz
dodavanje odgovarajuce koli¢ine 1% - tnog rastvora BAK. Dodavanjem odgovarajuée koli¢ine
rastvora 1M hlorovodoni¢ne kiseline ili 1M natrijum-hidroksida izvrSeno je podeSavanje pH
vrednosti vehikuluma do odgovarajucih vrednosti (tabela 3.2). Vehikulumi su dopunjeni precis¢enom
vodom do propisanog volumena.
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Tabela 3.2. Sastav ispitivanih vehikuluma za kapi za oc¢i

Sastav V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 V10 Vi1 V12 V13 V14
%(m\V) %(mMV) %mMmV) %mV) %mV) %mMmV) %mV) %mV) %mV) %mV) %mV) %mV) %mV) %m/\V)
HPMC 1,0 0,5 - - - - - - - - - - - -
HEC - 0,5 - - - - - - - - 0,5 - - -
LMW CS - - 1,0 0,5 - - - - - - - - - -
MMW CS - - - - 1,0 0,5 - - - - - 0,5 - -
HP 40 GG - - - - - - 0,25 0,5 1,0 15 0,25 0,25 - 0,25
NH - - - - - - - - - - - - 0,4 0,4
Natrijum-hlorid 0,6 0,6 0,5 0,5 0,2 0,4 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,2 0,7 0,7
BAK 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Dibazni
natrijum-fosfat 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
(anhidrovani)
Ciljna pH
(HCINaoH) 6078 6078 5560 5560 5560 5560 6479 6479 6479 6479 6479 5560 6479 6479
do 100 do 100 do 100 do 100 do 100 do 100 do 100 do 100 do 100 do 100 do 100 do 100 do 100 do 100
PreciS¢ena voda
ml nll ml ml ml ml ml ml ml ml ml mi mi ml
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3.2.1.2 lzgled i bistrina

Izgled je ispitivan organolepticki u skladu sa zahtevima testa Bistrina i stepen opalescencije
tecnosti prema Ph. Eur. 10.0 (2.2.1) [43].

3.2.1.3 Merenje pH vrednosti

Merenje pH vrednosti svih vehikuluma vrseno je u toku izrade, 24 h nakon izrade, kao i tokom
pracenja stabilnosti primenom potenciometrijske metode prema Ph. Eur. 10.0 (2.2.3) [43] direktnim
uranjanjem elektrode pH metra HI 9321 (Hanna Instruments Inc., SAD) u vehikulum na temperaturi
22 + 2 °C. Pre merenja izvrSena je kalibracija uredaja standardnim rastvorima pufera pH 4,0 i pH 7,0.

3.2.1.4 Merenje osmolalnosti

Osmolalnost ispitivanih vehikuluma merena je metodom koja se bazira na sniZenju tacke
mrznjenja prema Ph. Eur. 10.0 (2.2.35) [43] Kkoris¢enjem osmometra Model 3320 (Advanced
Instruments, Inc.,Mass., SAD). Uredaj je pre upotrebe kalibrisan primenom standardnih rastvora 50
mOsm/kg i 800 mOsm/kg.

3.2.1.5 Odredivanje molekulske mase polimera

Molekulska masa polimera (CS, HP 40 GG i HP GG) odredena je primenom Zetasizer Nano ZS90
(Malvern Instruments Ltd., Velika Britanija). Odredivanje molekulske mase rastvora polimera bazira
se na zavisnosti prose¢nog intenziteta rasute Svetlosti od koncentracije rastvora, pri ¢emu se koristi
pet razli¢itih koncentracija rastvora (0,001 g/ml, 0,0005 g/ml, 0,00025 g/ml, 0,000125
g/mL i 0,0000625 g/ml). Merenja su vrSena na temperaturi od 25 °C. Dobijeni podaci su analizirani
koriséenjem DTS (v4.2) softvera (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Velika Britanija).
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Tabela 3.3. Sastav registrovanih preparata koji su koris¢eni u okviru eksperimentalnog dela [78, 135-137]

Naziv preparata Hemodrops® (HD)

Systane® Ultra

Systane® Gel Drops

Proculin® Tears (Pro)

Hipromeloza, kapi za

Lubricant (SU) (SGD) 0¢i 0,3% (VS)?
Proizvodat/Zemli Hemomont d.0.0, Crna  Alcon Laboratories, Alcon Laboratories, Alkaloid AD, Severna Srbiia
roizvodaciZemija Gora Inc., SAD Inc., SAD Makedonija J
Kategorija Lek Medicinsko sredstvo Medicinsko sredstvo Medicinsko sredstvo Galenski lek
. . polietilenglikol 400 polietilenglikol 400 Py
Lekgl;/ltsz%[;ﬁlégvna hipromeloza (0,5%) (0,4%) (0,4%) natruuzrcl) g%luronat hipromeloza (0,3%)
P propilenglikol (0,3%)  propilenglikol (0,3%) ’
. : . . : : dvobazni natrijum- natrijum-hlorid
natrijum-hlorid aminometilpropanol aminometilpropanol fosfat
kalijum-hlorid borna kiselina borna kiselina monoba:or;;gtatruum- kalijum-hlorid

borna kiselina

hidroksipropil guar

hidroksipropil guar

natrijum-hlorid

borna kiselina

polyquad® polyquad®
boraks (polyquaternium-1) (polyquaternium-1) natrijum-edetat boraks
0,001% konzervans 0,001% konzervans
Pomoc¢ne supstance BAK BAK BAK

0,01% konzervans

kalijum-hlorid

kalijum-hlorid

0,01% konzervans

0,01% konzervans

voda za injekcije

natrijum-hlorid

natrijum-hlorid

voda za injekcije

voda za injekcije

sorbitol

sorbitol

preciS¢ena voda

dinatrijum-edetat

preciS¢ena voda

! Izraden prema propisu MF 2008 (Hypromellosi oculoguttae 0,3%) [138]
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3.2.1.6 Tenziometrijsko merenje povrSinskog napona

Merenje povrSinskog napona uzoraka izvedeno je koriS¢enjem tenziometra Sigma 703D
(KSV Instruments, Finska), metodom otkidanja prstena (engl. Du Noly method) (slika 3.1). Merenja
su radena u laboratorijskim ¢aSama od 50 ml, tako §to je u ¢asu sipano 20 ml uzorka, nakon ¢ega je
ona postavljana u oblogu za termostatiranje i u nju uronjen prsten (pri temperaturi od 25 °C), nekoliko
milimetara ispod povrSine. Uzorak je ostavljen 30 minuta radi stabilizacije adsorpcionog sloja.
Postupak merenja se sastoji u izvlaenju prstena iz rastvora, bez raskidanja adsorpcionog sloja i
oCitavanju maksimalne vrednosti povrSinskog napona.

Povrsinski napon meren je kod odabranih uzoraka sa i bez konzervansa, kako bi se procenio
njegov uticaj na vrednost ovog parametra. Prikazane vrednosti povrSinskog napona predstavljaju
srednje vrednosti najmanje tri merenja.

Sila

2
3
1
k E >
\( 4 5 Vreme

Slika 3.1. Sematski prikaz odredivanja povr$inskog napona metodom otkidanja prstena
(engl. Du Notly method) (prilagodeno iz [139])

3.2.1.7 Reoloska karakterizacija

Reoloska karakterizacija je izvrSena primenom rotacionog reometra Rheolab MC 120 (Paar
Physica, Nemacka) uz upotrebu mernog sistema koaksijalnog cilindra Z3 DIN (25 mm),
sprovodenjem kontinualnih (rotacionih) i oscilatornih (dinamickih) merenja.

Kontinulana reoloska merenja podrazumevala su primenu CSR (engl. controlled shear rate)
merne procedure pri kojoj se vrsi kontinuirana promena brzine smicanja u dva merna opsega (0-100
s1i 100-0 s). Merenja su vriena 24 h nakon pripreme vehikuluma i tokom praéenja stabilnosti.
Temperature merenja su bile 20 °C i 34 °C (temperatura povrSine oka). Kako bi se simulirali fizioloski
uslovi, uzorci su mesani sa vestackom suznom te¢nosc¢u (engl. simulated tear fluid) (tabela 3.4), ¢ija
pH vrednost je podesena na 7,4. Ispitivani uzorak i vesta¢ka suzna te¢nost su pre merenja pomesani
u odnosu 40:7 i termostatirani u toku 15 minuta na temperaturi od 34 °C. Na osnovu dobijenih
podataka konstruisane su krive zavisnosti viskoziteta (n) od brzine smicanja (y). Uporedna ispitivanja
vrsena su na komercijalno dostupnim lubrikansima (tabela 3.3). Za svaki uzorak merenja su
sprovedena u triplikatu i dobijeni rezultati predstavljaju srednju vrednost + standardna devijacija
(SD).
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Oscilatorna reoloska analiza sprovedena je sa ciljem odredivanja tipa interakcija izmedu
kori$¢enih polimera i mucina. Smesa vehikuluma i mucina pripremana je u odnosu 1:1 meSanjem
jednakih koli¢ina vehikuluma koji su sadrzavali dvostruko vece koncentracije polimera i ostalih
pomo¢nih materija od onih prikazanih u tabeli 3.2 i disperzije mucina (20%, m/m), tako da je
koncentracija polimera u smesi bila jednaka koncentraciji polimera u vehikulumu, a koncentracija
mucina u smesi bila je 10% (m/m). U cilju utvrdivanja linearnog viskoelasti¢nog regiona, primenjena
je merna procedura dinamicke promene napona smicanja (engl. dynamic stress sweep) pri
konstantnoj frekvenciji od 1 Hz i naponu smicanja u opsegu od 0,1 do 10 Pa. Nakon odredivanja
viskoelasti¢nog regiona primenjena je merna procedura prac¢enja parametara oscilatorne reologije:
elasticnog modula (G'), viskoznog modula (G") i tangensa faznog ugla (tan 6) pri opsegu frekvencija
0,1-10 Hz (engl. frequency sweep), pri konstantom naponu smicanja.

Tabela 3.4. Sastav vestacke suzne te¢nosti (VST)

Sastav % (m/V)
Natrijum-hlorid 0,670
Natrijum-bikarbonat 0,200
Kalcijum-hlorid, dihidrat 0,008
Precis¢ena voda g.s. do 100 ml

3.2.1.8 Preliminarno ispitivanje stabilnosti vehikuluma nakon sterilizacije parom i perioda
¢uvanja od 28 dana

Pripremljeni vehikulumi spakovani u staklene bocice, visoke hidroliti¢ke otpornosti (tip I),
zatvorene gumenim ¢epom preko kojeg je stavljena aluminijumska kapica i podvrgnuti su sterilizaciji
parom u autoklavu (temperatura 121 °C i pritisak 101,3 kPa) u trajanju od 15 minuta. Nakon
sterilizacije izvrSeno je ispitivanje izgleda i bistrine (3.2.1.2) i merenje pH vrednosti i viskoziteta
kako bi se uocile eventualne promene u strukturi i funkcionalnim karakteristikama polimera u sastavu
vehikuluma pod uticajem uslova sterilizacije. Nakon sterilizacije, vehikulumi su ¢uvani 28 dana pri
ambijentalnim uslovima (uobi¢ajen rok upotrebe za oftalmoloske preparate nakon otvaranja), te su
po isteku definisanog perioda ponovljena navedena ispitivanja.

3.2.1.9 Statisticka analiza

Statisti¢ka analiza dobijenih rezultata u toku reolo$ke karakterizacije, ispitivanja uticaja
procesa sterilizacije na stabilnost vehikuluma i funkcionalne osobine polimera, sprovedena je
koris§¢enjem programa GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., SAD; www.graphpad.com).
Tokom statisticke analize koris¢en je ANOVA test uz dopunu multiparametarskim Tukey's post-hoc
testom (granica statisticke znacajnosti p < 0,05).

3.2.1.10 Ispitivanje mukoadhezivnih karakteristika primenom in vitro metoda

U cilju procene mukadhezivnih svojstava izradenih vehikuluma Koris¢ene su tri in vitro
metode: turbidimetrijska, metoda koja se zasniva na promeni zeta potencijala i reoloSka metoda.
Turbidimetrijska metoda koja se zasniva na merenju turbiditeta disperzije mucina nakon inkubacije
sa ispitivanim uzorkom. Nakon mesanja rastvora polimera sa disperzijom mucina, u slucaju
interakcije, dolazi do pojave precipitata i promene turbiditeta u odnosu na turbiditet disperzije mucina
[103].

Pripremljena je sveza disperzija mucina koncentracije 0,1% (m/V) u vehikulumu za kapi za
o¢i (bez polimera) i mesanje je vrSeno na ultrazvu¢nom kupatilu dok nije doslo do formiranja
homogene disperzije bez aglomerata (oko 30 minuta). Napravljene su smese ispitivanih vehikuluma
i sveze pripremljene disperzije mucina u odnosu 1:1. U ispitivanje je bila uklju¢ena i sama disperzija
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mucina (0,1%, m/V) radi poredenja turbiditeta. Svi uzorci su postavljeni u rotirajué¢e vodeno kupatilo
(LSB Aqua Pro, LLG international GmBH, Nemacka) prethodno zagrejano na temperaturu od 34 °C
koja je odrzavana tokom eksperimenta. Turbiditet smese uzorka i disperzije mucina meren je pomocéu
UV-VIS spektrofotometra (Shimadzu UV — 1800, Japan) na 650 nm (talasna duzina vidljive svetlosti)
svakih sat vremena (6-8 h) ukljucujuéi i merenje neposredno nakon mesanja jednakih koli¢ina uzorka
I mucina, te je izvrSeno poredenje sa turbiditetom disperzije mucina. Zapremina uzorka bila je 2,5 ml
(zapremina kivete), bez nadoknade medijuma u toku ispitivanja. Kao slepa proba koris¢ena je
precis¢ena voda.

Moguce elektrostaticke interakcije izmedu polimera unutar vehikuluma i mucina procenjene
Su i na osnovu promena zeta potencijala smese vehikuluma i disperzije mucina (u odnosu 1:1) u
odnosu na zeta potencijal samog vehikuluma [140]. Merenja su izvedena na 34 °C kori$¢enjem
uredaja Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd., Velika Britanija).

Dodatna analiza mukoadhezivnih svojstava onih vehikuluma koji su primenom prethodne dve
metode pokazali postojanje potencijalnih interakcija izmedu polimera i mucina, izvrsena je primenom
viskozimetrijske metode.

Viskozitet je meren na temperaturi od 34 °C, kao $to je opisano (3.2.1.7), u slede¢im
uzorcima:

e uzorak a) disperziji mucina 10% (m/m)

e uzorak b) vehikulumu (sastav naveden u tabeli 3.2)

e uzorak c) smesi disperzije mucina 10% (m/m) i vehikuluma (koncentracija polimera
kao u uzorku b).

Smese su pripremljene tako $to su u jednakim koli¢inama pomeSane sveze pripremljena
disperzija mucina u preciS¢enoj vodi, koncentracije 20% (m/m) i vehikuluma koji je sadrzavao
dvostruko vece koncentracije polimera i ostalih pomoénih supstanci u odnosu na sastav naveden u
tabeli 3.2. Disperzija mucina je pripremljena tako $to je u jednom delu pre¢is¢ene vode dispergovana
odgovarajuca koli¢ina svinjskog mucina uz mesanje na magnetnoj mjesalici (Falc, Italija) brzinom
300 o/min u toku 24 h. Nakon toga je uz dodatak 1M hlorovodoni¢ne kiseline izvr§eno podeSavanje
pH vrednosti do 3,5, i disperzija dopunjena precis¢enom vodom do propisane mase.

Nakon merenja viskoziteta, izvrSeno je izraCunavanje parametra ,,reolo§kog sinergizma“ (sin.
mukoadhezivni indeks) (An) pri 25, 50, 75 i 100 s za svaku smesu vehikulum-mucin, na osnovu
jednacine (prema [105]):

AN = Nsmesa — (T]vehikulum + T]mucin) Jednacdina 3.1

gde je nsmesa prividni viskozitet (mPa-s) smese vehikuluma i disperzije mucina (uzorak c), Nvehikulum
prividni viskozitet vehikuluma (uzorak b) i nmucin prividni viskozitet disperzije mucina (uzorak a).

Kako bi se mogla uporediti mukoadheziva svojstva vehikuluma koji u svom sastavu imaju
polimere razli¢itih funkcionalnih karakteristika, odnosno kako bi se eliminisao uticaj viskoziteta
razli¢itih polimera, izraCunat je i parametar ,normalizovanog reoloskog sinergizma“ (Sin.
normalizovani mukoadhezivni indeks) deljenjem dobijene vrednosti An sa prividnim viskozitetom
ispitivanih vehikuluma [141].

3.2.2 Druga faza eksperimentalnog rada

Druga faza eksperimentalnog rada obuhvatala je izradu kapi za o¢i sa model lekovitim
supstancama (OLO i KF) i vehikulumima koji su odabrani na osnovu dobijenih rezultata u okviru
prve faze eksperimentalnog rada.

Vehikulumi su odabrani na osnovu optimalnih fizicko-hemijskih, reoloskih i mukoadhezivnih
karakteristika. Na pocetku druge faze izvrSena je evaluacija mogucih interakcija izmedu polimera
koji su kombinovani tokom izrade vehikuluma, kao i polimera i lekovitih supstanci primenom
diferencijalne skenirajuc¢e kalorimetrije (DSC) 1 infracrvene spektroskopije sa Furijeovom
transformacijom/ FTIR spektroskopije. Sprovedena je sveobuhvatna fizicko-hemijska karakterizacija
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kapi za o€i sa model lekovitim supstancama koja je ukljucila ispitivanja izgleda i bistrine, pH
vrednosti, osmolalnosti i viskoziteta ranije opisanim metodama, ali i merenje povrSinskog napona i
kontaktnog ugla. Dodatno, odreden je sadrzaj model lekovitih supstanci koris¢enjem metoda opisanih
u odeljku 3.2.2.9.

U ovoj fazi izvrSena je procena kornealne permeabilnosti model lekovitih supstanci primenom
in vitro tehnika: humanih ¢elijskih modela roznjace (besmrtna Celijska linija HCE-T c¢elija) i testa
permeabilnosti na paralelnim vestackim membranama (PAMPA). U ispitivanje kornealne
permeabilnosti istovremeno su bili uklju¢eni komercijalno dostupni preparati kapi za o€i sa istim
lekovitim supstancama (tabela 3.5) kako bi se procenio uticaj upotrebljenih polimera na permeaciju
lekovitih supstanci kroz modele roznjace. Pored toga, izvrSeno je ispitivanje preliminarne stabilnosti
formulisanih kapi za o¢i u vremenskom periodu od godinu dana, a dodatno je sprovedena i studija
stabilnosti ubrzanim testom (tzv. stres studija) stabilnosti.

Tabela 3.5 Sastav registrovanih preparata koji su kori$¢eni kao referentne formulacije u okviru
eksperimentalnog dela [52, 78]

Naziv preparata KFRef Opatanol®
R T - Novartis thar_ma Services AG,

Svajcarska
Lekovita supstanca ketotlferj (0,25 mg/ml) u obliku olopatadm_ 1 mg/r_nl) u obliku

hidrogenfumarata hidrohlorida

glicerol (2%) BAK, konzervans
natrijum-hidroksid 1M natrijum-hlorid

Pomo¢éne supstance voda za injekcije dinatrijum-fosfat, dodekahidrat

hlorovodoniéna kiselina i/ili natrijum-
hidroksid

precis¢ena voda

*Referentna formulacija je sveze pripremljena na osnovu podataka navedenih u SaZetku karakteristika leka jer navedeni
lek nije registrovan na trzistu Republike Srbije

3.2.2.1 Izrada kapi za o¢i sa model lekovitim supstancama

Kapi za o¢i sa model lekovitim supstancama pripremljene su na sobnoj temperaturi mesanjem
sveze pripremljenog vehikuluma u ¢ijem sastavu se nalaze odgovarajuci polisaharidni polimeri i
ostale pomo¢ne supstance i osnovnih (polaznih) rastvora OLO i KF.

Osnovni rastvor OLO (koncentracije 1% (m/V)), pripremljen je rastvaranjem odgovarajuce
koli¢ine supstance u sveze pripremljenoj precis¢enoj vodi. Osnovni rastvor KF (koncentracije 0,5%
(m/V)), pripremljen je u sveze pripremljenoj precis¢enoj vodi kojoj je pH prethodno podesena na 3,5
pomocu 0,1M hlorovodoni¢ne kiseline, radi lakSeg rastvaranja. Osnovni rastvori su potom filtrirani
kroz membranske filtre (0,22 um) (Chromafil® Xtra PTFE-20/25, Macherey-Nagel, Nemacka).

Mesanje odgovarajucih koli¢ina vehikuluma i osnovnih rastvora lekovitih supstanci vrseno je
na magnetnoj mesalici (Falc, Italija) u trajanju od 30 minuta. Finalne koncentracije model lekovitih
supstanci u kapima za o¢i bile su 0,1% (m/V) — za OLO, odnosno 0,025% (m/V) za KF. Svi uzorci
su ¢uvani 24 h pri ambijentalnim uslovima u dobro zatvorenim tamnim staklenim bocicama pre daljih
ispitivanja. Nakon tog perioda, izvr$eno je vizuelno posmatranje u cilju utvrdivanja pojave precipitata

ili zamucenosti i odredivanje sadrzaja lekovitih supstanci odgovaraju¢im analitickim postupcima
(3.2.2.9).
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3.2.2.2 Ispitivanje potencijalnih interakcija u smesi lekovite supstance i polimera

U cilju procene eventualno prisutnih intermolekulskih interakcija izmedu lekovitih supstanci
i upotrebljenih polisaharidnih polimera, analizirane su fizicke smese lek-polimer i polimer-polimer u
odnosu 1:1 primenom DSC i FTIR analize.

Za DSC analizu koris¢en je uredaj Mettler Toledo DSC 1, opremljen STARe softverom
(Mettler Toledo GmbH Analytical, Nemacka). Uzorci su postavljani u standardne aluminijumske
posude (40 ul), a potom zagrevani na temperaturu od 25 do 350 °C sa brzinom grejanja od 10 °C/min
u atmosferi azota, pri konstantnom protoku od 50 ml/min.

FTIR spektroskopska analiza sprovedena je primenom tehnike priguSene totalne refleksije
(ATR) uz korisc¢enje FT-IR spektrofotometra (Thermo Scientific Nicolet iS10, Madison, WI, SAD)
u oblasti 4000 - 400 cm?, pri rezoluciji 4 cm™.

3.2.2.3 Fizi¢ko-hemijska karakterizacija kapi za o¢i sa OLO i KF

Karakterizacija izadenih kapi za o¢i sprovedena je pracenjem sledecih parametara: izgleda,
pH vrednosti, osmolalnosti i viskoziteta, metodama koje su koris¢ene i za procenu vehikuluma,
opisanim u prvoj fazi eksperimentalnog rada (3.2.1.2-3.2.1.4). Dodatno, bistrina je kontrolisana i
primenom spektrofotometrijske metode (dvozraéni Shimadzu UV-VIS spektrofotometar, model
1800) odredivanjem transparencije ispitivanih vehikuluma. Transparencija (T) predstavlja odnos
koli¢ine svetlosti koja nije apsorbovana u vehikulum i ukupne koli¢ine svetlosti kojoj je vehikulum
bio izloZen, a izrazava se u procentima. Merenje apsorbancije (A) se vrsi na 480 nm, srednjoj talasnoj
duzini ljudske percepcije svetlosti [43]. Opticka transparencija ispitivanih formulacija izracunata je
primenom formule:

A=2-—logig %T Jednacina 3.2

3.2.2.4 Merenje povrsinskog napona i kontaktnog ugla

Povrsinski napon i kontaktni ugao kapi za oci sa lekovitim supstancama mereni su metodom
kapi koja visi (engl. pendent drop method), odnosno metodom polozene kapljice (engl. sessile drop
method), pomo¢u Theta-Optical Tenziometra (Biolin Scientific, Svedska) (slika 3.2). Kap uzorka
zapremine 10 pl aplikovana je na ravnu povrsinu, a video slike su snimane tokom 10 sekundi (za
povrsinski napon), odnosno 20 sekundi (za kontaktni ugao) brzinom od 6 sli¢ica u sekundi. Merenja
su vr§ena u ambijentalnim uslovima pri temperaturi 22 =+ 2 °C. Svi rezultati su izrazeni kao srednja
vrednost + SD gde je n = 3.

Dodatno, vrednosti koeficijenta rasprostiranja izraunate Su za sve ispitivane formulacije
koriS¢enjem jednacine:

S =0 (cosb —1) Jednacina 3.3
gde je ¢ povrsinski napon te¢nog uzorka. Ako je kontaktni ugao (0) veéi od 0°, izraz (cosO — 1) i

vrednost S imace negativnu vrednost. Potpuno ili spontano vlazenje nastaje kada je vrednost
kontaktnog ugla 0° [142].

45



Slika 3.2. Theta-Optical Tenziometar
3.2.2.5 Uslovi uzgoja HCE-T ¢elija i kultivacija in vitro ¢elijskih modela

Za pripremu in vitro modela roznjace koris¢ena je celijska linija humanih epitelnih celija
roznjace (HCE-T; RIKEN Cell Bank, Japan). Besmrtne cCelije uzgajane su u sterilnim uslovima u
tikvicama za uzgoj ¢elija u inkubatoru pri temperaturi 37 °C i vlaznosti vazduha od 95%, u atmosferi
sa 5% ugljen-dioksida. Medijum za uzgoj DMEM/F-12 je menjan na svakih 48 h sve dok nije
postignuta konfluentnost ¢elija (dok nije doslo do stapanja ¢elija) (slika 3.3), nakon ¢ega su ¢elije
presadene na novu povrSinu za rast. To je ucinjeno tako §to je prvo uklonjen medijum, a potom su
éelije isprane PBS-om. Celije su od zida tikvice za uzgoj odvajane enzimski, dodatkom enzima
tripsina. Nakon toga je mikroskopskim pregledom utvrden sferi¢ni oblik celija koje su plutale u
medijumu ¢ime je potvrdeno njihovo odvajanje od povrSine, a zatim je dodatkom medijuma koji
sadrzi serum inhibirana aktivnost tripsina. Celije su odvojene centrifugiranjem upotrebom centrifuge
(Model 5702 R, Eppendorf, Nemacka) pri brzini od 800 o/minuti u toku 3 minuta. Supernatant je
aspiriran, a ¢elije su potom suspendovane u svezem medijumu. Nakon toga je odreden broj ¢elija po
ml medijuma pomoc¢u hemocitometra.

el o @Ghg

Slika 3.3. Sematski prikaz proliferacije éelija: a) na pocetku uzgoja i b) nakon §to je postignuta
konfluentnost (prilagodeno iz [143])

Celije su potom zasejane na dve polikarbonatne membrane razligite veliine pora
(Transwell®, veli¢ine pora 0,4 um za HCE-T Model I i 3 um za HCE-T Model I1; Corning Inc., SAD).
Membrane su prethodno oblozene kolagenom i fibronektinom tako $to je prvo dodato po 150 pl
rastvora kolagena (1,5 mg/ml) u svaki bunari¢ (slika 3.4), a potom sprovedena inkubacija na
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temperaturi od 37 °C tokom 5 h. Nakon toga je uklonjen kolagen, a dodato je po 400 pl rastvora
fibronektina (10 pg/ml) u svaki bunari¢ te ponovo sprovedena inkubacija u toku 20 minuta na istoj
temperaturi. Nakon zavrSenog inkubiranja, rastvor je uklonjen i polikarbonatne membrane su bile
spremne za zasejavanje celija.

Slika 3.4. Zasejavanje ¢elija na polikarbonatne membrane

U donorski deo dodato je po 0,5 ml medijuma koji sadrzi 10° suspendovanih HCE-T ¢elija,
dok je u akceptorski deo dodato po 1,5 ml medijuma za uzgoj. Celije su uvane na temperaturi od 37
°C, a za to vreme medijum za uzgoj je menjan svezim medijumom na svakih 48 h. Dodatno, pracen
je transepitelni elektri¢ni otpor (engl. Transepithelial Electrical Resistance, TEER) pomocu
voltmetra Millicell ERS-2 opremljenog STXO01 elektrodom (Merck Millipore, SAD) (slika 3.5). Nagli
skok u vrednosti TEER, $to se uobicajeno desava izmedu 4. i 7. dana, ukazuje da je doslo do stvaranja
¢vrstih veza izmedu Celija. Nakon toga, svi bunariéi su izlozeni vazduhu u naredna 72 h kako bi se
podstakla deoba c¢elija i izgradnja viSeslojnog epitela.

' Millicell’ ERS-2

Epithelial Volt-Ohm Meter

Slika 3.5. Voltmetar Millicell ERS-2 za merenje TEER
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Vrednost TEER-a (izrazena u Q cm?) je kori$éena kako bi se procenila barijerna svojstva i
integritet epitela roznjace, a dobijena je oduzimanjem otpora same membrane od srednje vrednosti
tri merenja za svaki bunari¢ i mnozenjem vredno$é¢u TEER-a povrsine membrane (1,12 cm?). Tokom
izlaganja ¢elija vazduhu na Transwell® plo¢u se postavlja metalna ploda i time se zapremina
receptorskog dela povecava sa 1,5 ml na 2,0 ml. Nakon 72 h izloZenosti vazduhu, ¢elijski modeli su
bili spremni za studije permeabilnosti, odnosno biokompatibilnosti.

U donorske delove svakog bunari¢a dodato je po 500 pl medijuma i nakon toga je izmeren
otpor. Medijum je potom aspiriran i ¢elije su isprane sa po 200 il PBS-a nakon ¢ega su metalne ploce
uklonjene, a bunariéi preneseni na ¢iste Transwell® ploge sa 12 polja. Potom je u donorski deo dodato
po 500 pl HBSS-a (pH 5,5), a u akceptorski po 1500 pl. Celije su nakon toga inkubirane na
temperaturi od 37 °C tokom narednih 30 minuta, a po isteku tog perioda jo$ jednom je izmeren otpor,
te je zapoceta studija permeabilnosti.

3.2.2.6 Studija permeabilnosti na HCE-T ¢elijskim modelima

Permeabilnost model lekovitih supstanci ispitana je na dva razli¢ita modela humane roznjace,
Modelu I (0,4 pm veli¢ina pora) i Modelu Il (3 pm veli¢ina pora).

HBSS u donorskom delu zamenjen je sa po 500 ul uzorka koji su predstavljale ispitivane
formulacije kapi za o¢i razblazene u HBSS-u. Pre pocetka studije u cilju odredivanja vijabilnosti
modela i odgovarajucih uslova ispitivanja, testirane su samo dve formulacije koje su sadrzavale OLO
i komercijalno dostupne kapi za o¢i sa OLO, uz razli¢ito razblazenje u HBSS-u (5 puta, 10 puta i
nerazblazene). Nakon dobijenih rezultata preliminarnih ispitivanja, permeabilnost lekovitih supstanci
je ispitana uz razblazenje od 10 puta u HBSS-u (za obe model lekovite supstance), sli¢no prethodno
utvrdenim protokolima [144, 145]. Svi uzorci su testirani u triplikatu. Permeacija je pracena tokom 2
h na 34 °C uz kori$¢enje orbitalnog Sejker inkubatora (Orbital Shaker—Incubator ES-20/60, Biosan,
Republika Letonija) pri brzini mesanja od 50 rpm. U ta¢no definisanim vremenskim intervalima (20,
40, 60, 80, 100 i 120 minuta) uzimani su alikvoti (500 pl) iz akceptorskog dela i odmah zamenjeni
istom koli¢inom svezeg HBSS-a (pH 5,5) prethodno zagrejanog na temperaturu od 34 °C. Na kraju
eksperimenta uzeti su uzorci i iz donorskog dela. U uzorcima je odreden sadrzaj lekovitih supstanci
(OLO i KF), odgovaraju¢om LC-MS/MS metodom (odeljak 3.2.2.9).

Kako bi se utvrdio eventualni uticaj koris¢enih polimera, pre svega MMW CS, na ¢vrste
meducelijske veze i uspesnost barijerne funkcije epitela, tokom studije permeabilnosti na Modelu 11
meren je TEER u precizno definisanim vremenskim intervalima. Nakon zavrSene studije
permeabilnosti, ¢elije su isprane sa po nekoliko mililitara HBSS-a, prenesene na novu plocu, a potom
izloZene vazduhu tokom narednih 24 h u 2 ml medijuma (DMEM-F12) pri 37 °C. Po isteku ovog
perioda, izvr§eno je ispitivanje vijabilnosti ¢elija metodom 3.2.3.1.

Rezultati su prikazani kao kumulativna koli¢ina permeiranog leka po jedinici povrSine u
zavisnosti od vremena. Prividni koeficijent permeabilnosti (Papp U cm/s) za OLO i KF iz razli¢itih
formulacija izracunat je iz lineranog dela permeacione krive prema jednacini:

2Q 1 o
= = X — .
Papp 3t X aco Jednacina 3.4

) . .. . : o . ..
gde je a—f brzina permeacije (koli¢ina permeiranog leka u jedinici vremena), A je povrSina membrane
za permeaciju, a Co je pocetna koncentracija lekovite supstance.

Balans mase (%) izracunat je na osnovu sledece jednacine:

Balans mase (%) = (CrixVr+2Cr)xVs)+cd(f)xvd x 100 Jednacdina 3.5
cd(0)xvd
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gde su Cd i Cr koncentracije lekovite supstance u donorskom (d) i akceptorskom (receptorskom)
dijelu (r), redom, na pocetku (0) i na kraju (t) studije permeabilnosti, Cr(t) je koncentracija uzoraka
koji su uzimani iz akceptorskog dijela u definisanim vremenskim intervalima, Vr i Vd predstavljaju
volumene akceptorskog i donorskog dijela, redom, dok je Vs volumen uzorka uzimanog iz
akceptorskog dela.

3.2.2.7 Test permeabilnosti na paralelnim veStackim membranama (Parallel Artificial
Membrane Permeability Assay, PAMPA)

Model vestacke membrane koji simulira roznjacu zasnovan je na upotrebi fosfatidilholina kao
fosfolipidnog sloja [107]. Kao donorski rastvori koriS¢ene Su ispitivane kapi za oCi sa model
lekovitim supstancama. Nosa¢ vestatke membrane predstavljala je filtraciona ploca koju je ¢inilo 96
bunaric¢a (hidrofobni poliviniliden fuorid, veli¢ina pora 0,45 pm Millipore, Irska) 1 donorska ploca
(slika 3.6).

U cilju pripreme lipidne membrane, lecitin jajeta (> 99%) rastvoren je u smesi rastvaraca
(70% (V/V) heksana, 25% (V/V) dodekana i 5% (V/V) hloroforma), a potom je svaki bunari¢
donorske plo¢e oblozen lipidnim rastvorom (5 pl u svakom bunari¢u, koncentracije 10,67 (m/V)).
Nakon toga, izvr§eno je uparavanje heksana i hloroforma do formiranja lipidne membrane u svakom
bunari¢u. Potom je donorska ploca postavljena na akceptorsku plocu u koju je prethodno dodato 300
pl PBS-a (pH 7,4), a 150 pl PBS rastvora je preneto na donorsku plo¢u i ploce su inkubirane tokom
4 h na 22 £ 2 °C. Donorska ploc¢a prekrivena je parafilmom i poklopcem kako bi se sprecilo
isparavanje.

Pasivna difuzija

Donor

Lipidna membrana

Akceptor

Slika 3.6. Sematski prikaz PAMPA testa (prilagodeno iz [107])

Po zavrsetku inkubacije, PAMPA sendvi¢ je razdvojen. Koncentracije lekovitih supstanci u
donorskom i akceptorkom odeljku su odredene odgovaraju¢im analitiCkim metodama (odeljak
3.2.2.9). Takode, odredena je koncentracija lekovitih supstanci u donorskom odeljku na pocetku
samog eksperimenta. Odredivanje je vrSeno u triplikatu za svaki uzorak.

Efektivna permeabilnost i zadrzavanje lekovitih supstanci u membrani izracunati su na
osnovu jednacine:

p = — 2% ( : )OIg [—rv + (1+T”) x 20 Jednacina 3.6

[ )
e AX(t—Tg) \1471 1-MR Cp(0)

gde je Pe koeficijent efektivne permeabilnosti (cm/s), A je povrsina filtera (0,3 cm?), Vb i Va
predstavljaju volumene donorskog (0,15 cm?®) i akceptorskog (0,3 cm?) odeljka, t je vreme inkubacije
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(S), wss je vreme potrebno za postizanje ravnoteznih uslova (S), Cp(t) je koncentracija ispitivane
lekovite supstance u donorskom odeljku u vremenu t (mol/cm?®), Cp(0) je koncentracija ispitivane
lekovite supstance u donorskom odeljku u vremenu 0 (mol/cm?®), ry predstavlja odnos zapremina
donorskog i akceptorskog odeljka (Vp/Va), @ MR je faktor zadrzavanja u membrani koji se definiSe
kao:

MR - 1 _ CD(t) _ VACA(t)

cp(0)  VpCp(0) Jednacina 3.7

3.2.2.8 Ispitivanje stabilnosti

Fizi¢ko-hemijska stabilnost formulisanih kapi za oci sa lekovitim supstancama ispitana je u
definisanim vremenskim intervalima tokom godinu dana ¢uvanja u frizideru (4 £ 1 °C) i na
ambijentalnoj temperaturi 22 + 2 °C. Parametri koji su praceni u cilju procene stabilnosti su izgled,
bistrina (vizuelno), pH vrednost, osmolalnost, viskozitet (kod uzoraka ¢uvanih na 22 + 2 °C) i sadrzaj
lekovitih supstanci. Sadrzaj OLO i KF odreden je primenom metode te¢ne hromatografije (HPLC)
(odeljak 3.2.2.9).

Dodatno, sprovedena je studija ubrzanog ispitivanja stabilnosti primenom metode cikli¢nih
promena temperature (tzv. stres studija stabilnosti). Izvedeno je ukupno Sest ciklusa izmene uslova
Cuvanja uzorka na temperaturama: 2-8 °C (Cuvanje u frizideru) i 40 °C (Guvanje u termostatu) sa
zadrzavanjem na svakoj temperaturi ne krace od 48 h. Po zavrSetku studije izvrSeno je ispitivanje
slede¢ih parametara: izgleda, bistrine, pH vrednosti, osmolalnosti, viskoziteta i sadrzaja lekovitih
supstanci (3.2.1.2-3.2.1.4). Merenje viskoziteta (3.2.1.7) je izvedeno 24 h nakon poslednjeg ciklusa
hladenja — zagrevanja.

3.2.2.9 Odredivanje sadrzaja lekovitih supstanci

Kvantitativna analiza OLO tokom pracenja hemijske stabilnosti formulisanih kapi za o¢i i
PAMPA testa sprovedena je primenom HPLC metode koriste¢i Agilent 1200 sistema (Agilent
Technologies, SAD), opremljenog binarnom pumpom, manualnim injektorom i DAD detektorom.
Kori$¢ena je kolona Zorbax Eclipse XDB C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 pm veli¢ina ¢estica). Mobilna
faza je bila smesa acetonitrila i 20 mM amonijum-acetata u odnosu 40:60 (V/V). Temperatura kolone
je podesena na 45 °C, a brzina protoka na 0,5 ml/min. Detekcija je izvr$ena na talasnoj duzini od 210
nm.

Odredivanje sadrzaja OLO u eluatima prikupljanim u toku studije permeabilnosti na in vitro
¢elijskim kulturama vrSena je primenom LC-MS/MS metode, uz koris¢enje UHPLC hromatografa
ACELLA (Thermo Fisher Scientific Inc., SAD). Kori$c¢ena je ista kolona uz istu temperaturu i protok
kao kod navedene HPLC metode, uz mobilnu fazu koja se sastojala od acetonitrila i 20 mM
amonijum-acetata u odnosu 50:50 (V/V). Detekcija i kvantifikacija OLO izvrSena je u pozitivnom
HESI modu (m/z = 338,2-247,1).

Sadrzaj KF u studiji procene kornealne permeabilnosti na HCE-T modelima odreden je
primenom iste metode uz koriS¢enje mobilne faze koja se sastojala od smeSe acetonitril/20 mM
amonijum-acetat u odnosu 80:20 (V/V). Temperatura kolone je podesena na 45 °C, a brzina protoka
na 0,5 ml/min. Detekcija KF je izvrsena u HESI modu (m/z = 310,1-96,2).

Koncentracija KF u svim uzorcima prikupljenim tokom studije rastvorljivosti, stabilnosti,
procene permeabilnosti na vestackim membranama (PAMPA) odredena je primenom HPLC metode
koris¢enjem Dionex Ultimate 3000 sistema (Thermo Fisher Scientific, Njemacka), opremljenog
Dionex Ultimate 3000 kvaternernom pumpom, autosamplerom i DAD detektorom. Koris¢ena je
kolona Zorbax Eclipse XDB C18 (150 mm % 4,6 mm, 5 pm veli¢ina ¢estica). Mobilna faza sastojala
se od smese acetonitrila i 20 MM amonijum-acetata (50:50, V/V). Brzina protoka je podesena na 1
ml/min, a temperature kolone na 45 °C. UV detekcija je izvrSena na talasnoj duzini od 230 nm.
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3.2.2.10 Statisti¢ka analiza

Statisticka analiza dobijenih rezultata u toku druge faze eksperimentalnog rada, prilikom
merenja povr§inskog napona i kontaktnog ugla sprovedena je kori§¢enjem programa GraphPad Prism
(GraphPad Software, Inc., SAD; www.graphpad.com). Tokom statistiCke analize koriS¢en je
ANOVA test uz dopunu multiparametarskim Tukey's post-hoc testom (granica statisticke znacajnosti
p <0,05).

3.2.3 Treéa faza eksperimentalnog rada

Poslednja faza eksperimentalnog rada obuhvatala je procenu biokompatibilnosti izradenih
formulacija na dva HCE-T c¢elijska modela, nakon studija permeabilnosti. Biokompatibilnost je
procenjena na osnovu vijabilnosti ¢elija tretiranih ispitivanim formulacijama sprovodenjem MTT
testa.

Formulacije koje su pokazale najbolju vijabilnost ¢elija i najnizu citotoksi¢nost predstavljale
su uzorke za in vivo studiju procene efikasnosti u suzbijanju osecaja svraba i bola nakon primene
rastvora histamina na oku miSeva. Kao referenti uzorci u ovoj fazi istraZivanja, koriS¢eni su
komercijalno dostupni preparati kapi za o¢i sa lekovitim supstancama koje su predmet istrazivanja.

3.2.3.1 Procena biokompatibilnosti ispitivanih formulacija

Biokompatibilnost je procenjena primenom MTT testa koji se zasniva na merenju aktivnosti
mitohondrijalnog enzima sukcinil-dehidrogenaze [146]. Celijska sukcinil-dehidrogenaza redukuje
MTT u formazan, ljubi¢asto obojeno jedinjenje. Formazan je nerastvoran u vodi, ali se rastvara u
organskom rastvaracu izopropanolu. Apsorbancija rastvora formazana proporcionalna je broju
metabolicki aktivnih celija [146].

MTT test je sproveden 24 h nakon zavrene studije peremabilnosti, na oba modela. Celije su
zato vreme ¢uvane u inkubatoru na 37 °C u medijumu za ishranu. Pre izvodenja samog testa, medijum
je aspiriran i dodato je po 700 pl rastvora MTT u receptorski i donorski deo. Rastvor MTT je
pripremljen u PBS-u, a potom razblazen 10 puta sa medijumom za ishranu c¢elija do konacne
koncentracije 0,5 mg/ml. Svi uzorci su ispitivani u triplikatu. Nakon dodavanja MTT-a celije su
inkubirane u toku 3 h na temperaturi od 37 °C nakon ¢ega je rastvor u potpunosti aspiriran i zamenjen
sa po 700 pl izopropanola koji predstavlja rastvara¢ za kristale formazana. Plo¢e su potom postavljene
u orbitalni Sejker radi mesanja do potpunog rastvaranja. Nakon toga, po tri uzorka iz svakog bunari¢a
prebaceni su na plocu sa 96 bunarica.

IzvrSeno je merenje apsorbancije rastvora formazana na talasnoj duzini 570 nm uz pomo¢
mikrotitarskog ¢itaca mikroploda (1420 Multilabel counter VICTORS®, Perkin Elmer, Waltham,
SAD). lIzopropanol je koris¢en kao slepa proba i njegova apsorbancija je oduzeta od vrednosti
apsorbancije svih ostalih uzoraka. Celije inkubirane u HBSS-u su sluzile kao kontrola éelijske
vijabilnosti.

3.2.3.2 Invivo studija procene efikasnosti odabranih formulacija kapi za o¢i

Efikasnost formulisanih kapi za o¢i baziranih na polisaharidnim polimerima koje sadrze
model lekovite supstance (KF i OLO) u otklanjanju svraba procenjena je u modelu alergijskog
konjunktivitisa na miSevima muskog pola, soja C57BL/6 (slika 3.7).
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Slika 3.7. Mi§ muskog pola (soj C57BL/6)

3.2.3.2.1 Cuvanje eksperimentalnih Zivotinja

Svi eksperimenti na zivotinjama su sprovedeni u skladu sa smernicama EU direktive
2010/63/EU o koris¢enju zivotinjskih vrsta u nauc¢ne svrhe i postovanje protokola odobrenog od
strane Etickog komiteta za rad sa eksperimentalnim zivotinjama Univerziteta u Beogradu —
Farmaceutskog fakulteta. Zivotinje, miSevi soja C57BL/6, su dobijene iz Uzgajalista
Vojnomedicinske akademije u Beogradu (Srbija).

Zivotinje su dopremane u vivarijum 7 dana pre pocetka eksperimenta radi prilagodavanja.
Misevi (telesne mase 20—30 g) ¢uvani su u vivarijumu u kavezima od pleksiglasa pod standardnim
laboratorijskim uslovima: kontrolisani uslovi temperature 22 £ 1 °C i relativne vlaznosti vazduha
60%, sa dnevno/no¢nim ciklusom od 12/12 h. Hrana (Veterinarski institut, Zemun) i voda su bili
dostupni 24 h izuzev u vreme trajanja eksperimenta. Zivotinje su radi prilagodavanja smestane u
komore od pleksiglasa (30 x 25 x 25 cm®) za posmatranje 15 minuta pre podetka eksperimenta. Svi
eksperimenti su izvodeni u isto vreme, u periodu od 8 h do 16 h, kako bi se izbegle cirkadijalne
varijacije u bihejvioralnim testovima.

3.2.3.2.2 Protokol in vivo ispitivanja

Efikasnost odabranih formulacija antihistaminika u poredenju sa komercijalnim preparatima
ispitivana je u testu svraba oka na miSevima (model akutnog alergijskog konjuntivitisa), koji je
izvoden prema proceduri opisanoj u literaturi [129, 147]. Histamin-dihidrohlorid (Sigma-Aldrich
Chem. Co.) rastvoren je u fosfatnom puferu (PBS, pH 7.4) i kori$¢en kao pruritogen. Nakon
privikavanja od 15 minuta, rastvor histamina (46 g histamina u 2,5 pl PBS) ukapavan je direktno u
donju konjunktivalnu vre¢icu misa (jednostrano) pomocu mikropipete, pri ¢emu su misevi
pridrZavani rukom uz blago povlacenje donjeg kapka. Nakon toga, miSevi su postavljani individualno
u komore za posmatranje 1 karakteristicno ponasanje indukovano histaminom, praceno je 30 minuta
nakon ukapavanja istog.

Tipican odgovor miSeva na primenjeni histamin sastoji se od epizoda ceSanja zadnjom
ipsilateralnom Sapom, koje ukazuju na senzaciju svraba kod glodara. Takode se mogao primetiti
postupak trljanja tretiranog oka prednjom ispilateralnom Sapom, koji ukazuje na senzaciju bola kod
glodara §to je takode kvantifikovano. Epizoda ¢eSanja kao reakcija na svrab se definiSe od momenta
kada Zivotinja podigne ipsilateralnu zadnju Sapu, ¢eSe povrSinu oka (obi¢no snazni, brojni pokreti) i
zavriava se postavljanjem $ape na pod ili u usta. Ce$anje se ponekada desava prevelikom brzinom,
zbog Cega su kvantifikovane epizode/napadi ¢eSanja. Epizoda trljanja oka definiSe od momenta kada
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zivotinja podize ipsilateralnu prednju Sapu, trlja podrucje oka (obi¢no nezni, pojedinacni pokreti) i
vraca se u prvobitni poéetni polozaj [147]. Jednostrano ¢eSanje/trljanje kontralateralnog oka, kao i
istovremeno trljanje oka obema prednjim Sapama (uobic¢ajeno ponaSanje glodara) nisu praceni. Stoga,
racunat je samo broj epizoda unilateralnog ¢eSanja/trljanja oka izloZenog histaminu. Da bi se ispitala
efikasnost kapi za o¢i (referentni proizvod i odabrane nove formulacije), ukljucujuci i praéenje duzine
trajanja dejstva, kapi za oci koje sadrze lek ukapavane su 15, 60 1 120 minuta pre primene histamina
i Zivotinje su izlagane istom eksperimentalnom postupku.

StatistiCka analiza bihevioralnog eksperimenata sprovedena je pomocu programa SigmaPlot
11 (Systat Software Inc., Richmond, CA, SAD). Rezultati su predstavljeni kao srednji broj epizoda
Cesanja/trljanja + SEM dobijeni iz grupa od 7-13 Zivotinja. Razlike izmedu dobijenih vrednosti
proverene su dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA), nakon ¢ega je usledio Tukey HSD post
hoc test. Vrednost p < 0,05 smatrana je statisticki znacajnom.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA






4.1 REZULTATI PRVE FAZE EKSPERIMENTALNOG RADA
4.1.1 Fizicko-hemijska karakterizacija vehikuluma

U cilju odabira odgovaraju¢ih koncentracija polimera u sastavu vehikuluma optimalnih
fizicko-hemijskih i funkcionalnih osobina za oftalmoloske preparate, pripremljeni su vehikulumi sa
razli¢itim rasponima koncentracija polimera (tabela 3.2).

Koncentracije HEC (0,5%) i HPMC (0,5% i 1,0%) su odabrane na osnovu literaturnih
podataka s obzirom da se derivati celuloze uobicajeno koriste za povecanje viskoziteta oftalmoloskih
preparata i kao lubrikansi koji smanjuju trenje izmedu roznjace i kapaka. Pored toga, za HEC se u
literaturi navodi da poseduje 1 mukoadhezivna svojstva. Preporucene koncentracije za navedene
derivate celuloze bile su u rasponu od 0,2-0,5% [7]. U ovoj fazi ispitivan je i preparat Hipromeloza,
kapi za o¢i 0,3 % (tabela 3.3), izraden prema propisu Magistralnih formula 2008 [137] koji se koristi
kao lubrikans u terapiji sindroma suvog oka tj. kod stanja sa smanjenim lu¢enjem suza.

Neposredno nakon izrade vehikuluma, kao i 24 h nakon izrade ispitivani su izgled, bistrina,
pH vrednost i osmolalnost (tabela 4.1).
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Tabela 4.1. Rezultati fizicko-hemijske karakterizacije izradenih vehikuluma

V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 V10 V11 V12 V13 V14

V1

Vehikulum

Jelsig

Ieisig

Ieisig

ueluadsajedo
obe|g

Q919U
‘2InpIns
9158199

ueluadsaedo
obe|g

uejuadsajedo
obe|g

Iexsig

Iexsig

lesig

ueluadsaedo
obe|g

ueluadsaedo
obe|g

Ieisig

Iexsig

neposredno

vehikuluma
nakon
pripreme

Izgled

ueloqzag

ueloqzag

ueloqzag

RLANIEE|

1[0

18110

SRLANIEE|

ueloqzag

1sesyonz

1sesonz

1sesyonz

1sesjenz

uelogzag

ueloqzag

Boja

7,4

7,2

55

7,4

7,4

6,9

6,9

6,6

5,8

59

5,8

5,8

6,7

6,6

pH nakon
pripreme

284

306

280

255

299

297

324

290

250

329

328

310

313

310

Osmolalnost

(mOsmol/kg)

Jelsig

Ieisig

Ieisig

Ieisig

ueluadsajedo

ueluadsajedo

ueluadsajedo
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Svi izradeni vehikulumi bili su bistri neposredno nakon izrade, kao i nakon 24 h. Izuzetak su
bili uzorci sa 1,0% (V8) i 1,5% HP 40 GG (V10) kod kojih je uoc¢ena blaga opalescencija koja se
moze pripisati prisustvu HP GG u visim koncentracijama. Dodatno, vehikulum V10 imao je
konzistenciju mekog gela. Vehikulumi izradeni sa hitozanom bili su bistri, ali za razliku od ostalih
vehikuluma, svetlo zute boje.

Na slici 4.1. prikazan je izgled vehikuluma koji sadrze kombinacije polimera (24 h nakon
izrade). Poznato je da prisustvo polimera u tecnim formulacijama moze umanjiti bistrinu, Sto
potencijalno mozZe predstavljati kriticni parametar kvaliteta preparata koji sadrze kombinacije
razli¢itih polimera [23].

Slika 4.1. Izgled ispitivanih vehikuluma V11, V12, V13 i V14 (24 h nakon izrade)

pH vrednosti ispitivanih vehikuluma koji sadrze hitozan bile su u opsegu 5,5-5,9, a ostalih
vehikuluma u opsegu 6,4-7,4 (tabela 4.1). Kako bi se obezbedila fizioloska prihvatljivost na oku i
fizicko-hemijska stabilnost, pH vrednosti su podesene dodavanjem 0,1M HCI ili 0,1M NaOH. pH
vrednost izvan fizioloSki prihvatljivih granica (5,0-8,5) uti¢e na povecanje lucenja suza ¢ime se
skra¢uje vreme zadrzavanja primenjenog preparata na povrsini oka, a pored toga vrednost pH moze
uticati na permeaciju lekovitih supstanci kroz roznjacu [2]. Prilikom izrade vehikuluma koji sadrze
hitozan, pocetna pH vrednost je niska §to poti¢e od 1 %-tnog rastvora siréetne kiseline u kojem su
pripremljeni osnovni rastvori polimera. pH vrednost je podeSavana na odgovarajuc¢e vrednosti
dodavanjem 0,1M NaOH, s obzirom na podatak da hitozan pri pH vrednostima visim od 6,2 obrazuje
precipitate slicne gelu [148].

Tonic¢nost kapi za o¢i moze da se krece u Sirokom opsegu i ekvivalentna je toni¢nosti rastvora
natrijum-hlorida koncentracije od 0,5% do 2,0%, $to odgovara rasponu osmolalnosti od 205 do 684
mOsmol/kg, bez znacajnih poremecaja u homeostazi oka. Kod pacijenta koji pate od sindroma suvog
oka (suvog keratonjunktivitisa) i Sjorgen-a, suzna te¢nost je hipertoni¢na i prijatniji osecaj na oku
obezbeduju kapi za o¢i nize osmolalnosti [2, 149].

U toku preliminarnih ispitivanja, u cilju procene uticaja upotrebljenih polimera na osmotske
karakteristike rastvora, pripremljeni su rastvori MMW CS (1%, m/V), MMW CS (0,2%, m/V), LMW
CS (0,5%, m/V), HP 40 GG (0,5%, m/V) i NH (0,4%, m/V) &ija osmolalnost je iznosila redom 257
mOsmol/kg, 43 mOsmol/kg, 286 mOsmol/kg, 3 mOsmol/kg i 4,7 mOsmol/kg. Na osnovu dobijenih
rezultata zakljuceno je da HP 40 GG i NH, sli¢no derivatima celuloze ne uti¢u na toni¢nost rastvora,
dok uticaj hitozana nije bio zanemarljiv. Toni¢nost izradenih vehikuluma je podesena dodavanjem
odgovarajuc¢ih izracunatih koli¢ina natrijum-hlorida. Kod svih ispitivanih uzoraka vrednosti ovog
parametra bile su u prihvatljivom opsegu za oftalmoloske preparate (tabela 4.1).
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4.1.2 Merenje molekulske mase polimera

Generalno, molekulska masa polisaharida smatra se jednom od znacajnijih karakteristika koja
moze uticati na funkcionalna svojstva ovih polimera [21]. Pored stepena deacetilacije, molekulska
masa hitozana je najznacajniji faktor koji uti¢e na viskozitet, mukoadhezivne karakteristike, afinitet
vezivanja za lekovite supstance ili proteine, te odreduje njegovu upotrebu u lekovitim preparatima
[21, 27]. Molekulska masa HP GG direktno uti¢e na njen intrizic¢ki viskozitet koji znacajno odreduje
upotrebu polimera [51]. Studija optimizacije kapi za o¢i variranjem molekulske mase hijaluronske
kiseline u opsegu 250-1100 kDa pokazala je da bolje mukoadhezivne karakteristike pokazuju
formulacije koje sadrze hijaluronsku kiselinu nizih molekulskih masa uz povecéanje koncentracije
biopolimera [49]. Na osnovu sertifikata analize, molekulska masa koris¢enog NH je ~1000 kDa.

U literaturi su opisane razlicite tehnike odredivanja molekulske mase hitozana kao Sto su
osmometrijska, tehnika koja se zashiva na rasipanju svetlosti, sedimentaciona, HPLC i
viskozimetrijska. Tehnika koja se zasniva na rasipanju svetlosti je vrlo jednostavna i ¢esto Kori$¢ena
za odredivanje srednje molekulske mase polimera. Njena glavna prednost ogleda se u moguénosti
Merenja §irokog raspona molekulskih masa (10% do 5 x 10°) [21, 150, 151].

Izmerene vrednosti molekulske mase za MMW CS, HP 40 GG i HP GG bile su redom 417,7
+ 36,2 kDa, 261,7 £ 38,1 kDa i 110,0 £ 7,5 kDa.

4.1.3 Reoloska karakterizacija izradenih vehikuluma i poredbenih
komercijalnih preparata

4.1.3.1 Reolosko ponasanje ispitivanih vehikuluma pri ambijentalnim i simuliranim
fizioloSkim uslovima

Farmaceutski preparati te¢ne konzistencije namenjeni za lokalnu primenu na oku treba da
poseduju odgovarajuci viskozitet koji ¢e omoguéiti laku primenu preparata iz odgovarajuéeg
kontejnera. Poznato je da povecanje viskoziteta oftalmoloskih preparata dovodi do produZenog
zadrZavanja preparata na povrsini oka, $to obezbeduje bolju okularnu raspolozivost i poboljsanje
farmakoloSkog efekta. Medutim, u zavisnosti od upotrebljene lekovite supstance ili formulacije,
postoji plato, nakon kojeg dalje povecanje viskoziteta vrlo malo doprinosi ili uopste viSe ne utice na
terapijski efekat [152]. Isuvise visok viskozitet izaziva neprijatan osecaj kod pacijenata poput
zamucenja vida, $to znacajno uti¢e na komplijansu [152, 153].

Humana suzna te¢nost predstavlja dinamino okruzenje. Covek trepne svakih nekoliko
sekundi i pri svakom treptaju kapci indukuju brzinu smicanja od 4250—-28500 s, dok se u periodima
izmedu treptanja brzina smicanja smanji na 0,03 s [154].

Reoloska analiza pored izradenih vehikuluma obuhvatila je i1 komercijalno dostupne
preparate. Sva Cetiri analizirana komercijalna preparata (HD, SU, SGD i Pro) (tabela 3.3)
predstavljaju preparate koji su namenjeni za tretman sindroma suvog oka, s tim da su samo kapi za
o¢i HD registrovane kao lek, dok se ostali proizvodi na trzistu Republike Srbije nalaze registrovani
kao medicinska sredstva u kategoriji oftalmoloskih 1 optickih sredstava pod generickim nazivom kapi
za vlazenje i negu oka. Komercijalni preparati su odabrani na osnovu indikacije za njihovu primenu
1 vrste upotrebljenih polimera u cilju poredenja sa karakteristikama izradenih vehikuluma.

Oftalmoloski preparati ne treba da utice na ponasanje suznog filma ili da uti¢u u $to manjoj
mogucoj meri. Zbog pseudoplasti¢nih svojstva suzne te¢nosti, pseudoplasti¢ni vehikulumi su mnogo
odnosu na promenu brzine smicanja [46]. Na slikama 4.2-4.5 prikazane su krive viskoziteta
ispitivanih vehikuluma pri ambijentalnim uslovima (20 °C). Dodatno, na slikama su prikazane i krive
viskoziteta ispitivanih vehikuluma i komercijalnih preparata nakon razblazenja sa VST, merene na
temperaturi 34 °C. Viskozitet vehikuluma koji sadrze derivate celuloze nije se menjao znacajno sa
promenom brzine smicanja u rasponu 10-100 s (Slike 4.2a i 4.2b). Sa druge strane, viskoziteti VS i
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komercijalnih HD kapi, znacajno su opadali sa porastom brzine smicanja (slike 4.2c i 4.2d). U skladu
sa prethodnim studijama [29], moze se zakljuciti da na reoloSko ponaSanje derivata celuloze u velikoj
meri utie njihova koncentracija.

Svi ostali ispitivani vehikulumi, ispoljavali su vremenski zavisno (engl. shear thinning)
proticanje (slike 4.3-4.5). Ovaj tip teCenja karakteriSe nizak viskozitet pri viS§im brzinama smicanja i
obrnuto visi viskozitet pri nizim brzinama smicanja $§to na oku omogucava duze zadrzavanje
preparata bez izazivanja osecaja neprijatnosti prilikom treptanja.

61



a) b)

20 ] —a—V] 2 [——V2 |
1 -
] —o—VIT —— V2T
100 200
7 % i 7 150
g &
E g
§ 60 ol - §
5 T 1004
4 4
£ 40 > 1
504
204 -
T T T T ] T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Brzina smicanja (s™) Brzina smicanja (s™)
c) d)
200 ] —=—VSs
1207 —— VST
180+ =
1604 100 4
140 4
) 2 80
g 120 g
3 100 3 60-
ES i i=
" 2
> 60+ > 404
40
20
20+
T T T T T

T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

Brzina smicanja (s™) Brzina smicanja (s7)

Slika 4.2. Krive viskoziteta ispitivanih uzoraka: a) V1 (20 °C) i V1T (34 °C), b) V2 (20 °C) i V2T (34 °C), ¢) HD (20 °C) i HDT (34 °C), d) VS (20
°C) i VST (34 °C)

62



a) b)

180 —a—V3 160 4 —a— V4
] —e— V3T . —— V4T
160 140 1
o] 120
- 1204 - 1
s ] £ 100
T 100 T
Z | = 80
2 80 2
= 5
404 40-
20; 204
0 ' 2I0 I 4'0 ' 6I0 ' SIO ' 1 (I)O 0 ' 2I0 I 4‘0 ' 6I0 ' SIO ' 1 (I)O
Brzina smicanja (s”) Brzina smicanja (s”)
) d)
200 —a—V5 160 —a—V6
180_' —e— V5T 1 —o— V6T
| 140 4
160 4 1
] 120
140+ |
§ 120 § ]OO__
% 100 % 804
é 80} xé -
> 60 > 1
] 40 4
40 g
20 = )
0 ' ZIO I 4'0 ' 6I0 ' 8I0 ‘ I(I)O 0 ' 2I0 I 4‘0 ' 6I0 ' SIO ' l(I)O ‘
Brzina smicanja (s”) Brzina smicanja (s”)
Slika 4.3. Krive viskoziteta ispitivanih uzoraka: a) V3 (20 °C) i V3T (34 °C), b) V4 (20 °C) i V4T (34 °C), ¢) V5 (20 °C) i V5T (34 °C), d) V6 (20 °C)
i V6T (34 °C)

63



a)

Viskozitet (mPa-s)

<)

Viskozitet (mPa-s)

Slika 4.4. Krive viskoziteta ispitivanih uzoraka: a) V7 (20 °C) i V7T (34

200 4
180
160
140
120
100}
80
60
40

20

e L
~——=VIT

1400
1200 ]
1000 ]
800 |
600 ]
400 ]

200+

20 40 60 80 100

Brzina smicanja (s”)

—&—V9
——VOT

T T T B T T T

¥ T
20 40 60 80 100

Brzina smicanja (s”)

°C), b) V8 (20 °C) i V8T (34 °C), ¢) V9 (20 °C) i VOT (34 °C), d) V10 (20

C)

b)
300

200

100 H

Viskozitet (mPa-s)

—a— V8
—— V8T

d)
3200
2800
2400

2000+

RN
s 3
s 3
1 1

Viskozitet (mPa-s)

800+

400

20 40 60 80 100

Brzina smicanja (s”)

—=—VI0

0

64

T T T Y T Y T

T T
20 40 60 80 100

Brzina smicanja (s”)



a) b)
140 = —=—VI1 140 —=—VI2
] —=VTIT ] —e—VI2T
120 120
100 H 100 H
S &~
T 80 T 80
8 g ]
" 60 " 604
c S o
=% 1 = 1 »
> 404 > 404
20 20
T s T L T T ¥ T T ) T % T T X T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Brzina smicanja (s”) Brzina smicanja (s”)
¢) d)
200 - —a—VI13 —a— V14
—e—VI3T 500 —e— V14T
160
160
A @
& 120 &
E £ 120
53 5}
i " 3 0 .
> >
40 40
T T T T T T T T T K
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

Brzina smicanja D)

. . P |
Brzina smicanja (s™)

Slika 4.5. Krive viskoziteta ispitivanih uzoraka: a) V11 (20 °C) i V11T (34 °C), b) V12 (20 °C) i V12T (34 °C), ¢) V13 (20 °C) i V13T (34 °C), d) V14
(20 °C) i V14T (34 °C)

65



Vrednosti prividnih viskoziteta ispitivanih vehikuluma i komercijalnih preparata pri ambijentalnim i simuliranim fizioloskim uslovima, pri
razli¢itim brzinama smicanja prikazane su u tabelama 4.2 i 4.3.

Tabela 4.2. Vrednosti prividnih viskoziteta merenih na 20 °C i 34 °C pri razli¢itim brzinama smicanja

Viskozitet

(MPa-s)* V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V38 V9 V10 V11 V12 V13 V14
2551 (20 °C) 61,1 193,0 47,2 57,3 85,6 35,9 39,7 240,7 8137 1765 105,7 66,4 83,5 106,8
50s1(20 °C) 59,4 153,5 18,3 27,3 85,2 17,9 8,7 142,0 444.0 977 68,1 58,0 37,3 98,3
75s1(20 °C) 69,0 141,0 17,0 10,8 86,5 11,7 3,6 105,7 328,3 715 65,0 52,4 16,5 77,9
100 s (20 °C) 77,1 130,5 20,7 2,2 87,8 6,8 7.4 91,0 271,7 578 59,5 49,6 3,7 73,1
2551 (34 °C) 14,7 32,5 51,0 35,0 36,1 75,9 74,4 95,0 411,0 # 24,7 51,2 81,8 51,4
5051 (34 °C) 14,3 49,5 11,4 31,1 24,0 30,5 36,2 62,8 244.5 # 32,8 43,2 39,9 11,7
7551 (34 °C) 15,2 48,9 50 13,0 38,0 12,9 20,6 55,2 193,0 # 27,0 23,1 26,2 17,3
100s1(34 °C) 18,4 51,7 55 4,1 334 5,2 13,6 50,7 159,5 # 27,5 22,5 19,3 26,0

*prikazane vrednosti predstavljaju srednju vrednost tri merenja; koeficijenti varijacije bili su manji od 5%
*u ovoj fazi vehikulum V10 iskljuéen je iz daljih ispitivanja zbog izrazito visokog viskoziteta (konzistencije mekog gela) na 20 °C
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Tabela 4.3. Vrednosti prividnih viskoziteta ispitivanih komercijalnih preparata pri razli¢itim
brzinama smicanja na 20 °C i 34 °C

Brzina Viskozitet (mPa-s)*

smicanja SU SGD Pro HD VS

(sh 20°C  34°C 20°C 34°C 20°C 34°C 20°C 34°C 20°C 34°C
25 82,3 83,2 459 255 83,2 86,0 80,8 39,6 77,7 60,9
50 38,3 41,2 307 180 42,9 40,7 30,1 8,1 36,8 36,8
75 21,5 26,8 253 148 21,0 26,9 53 5,0 26,1 26,7
100 12,6 19,1 2155 136 18,9 19,7 3,2 3,2 13,1 8,1

*prikazane vrednosti predstavljaju srednju vrednost tri merenja; koeficijenti varijacije bili su manji od 5%

Vrednosti prividnih viskoziteta ispitivanih komercijalnih preparata (pri 100 s?) nalaze se
izvan opsega preporucenih vrednosti viskoziteta navedenog za te¢ne oftalmoloske preparate, izuzev
preparata koji sadrzi NH (18,9 mPa:s). Komercijalne kapi za o¢i sa hipromelozom (HD) imale su
daleko najnize vrednosti prividnog viskoziteta §to moze biti uzrok njihove brze eliminacije nakon
primene i kratkog zadrzavanja na povrsini oka. Izmerene vrednosti ovog parametra bile su u skladu
sa literaturnim podacima, tj. da derivate celuloze karakteriSe kratkotrajno ispoljavanje efekata u
poredenju sa drugim polisaharidnim polimerima [15].

Na osnovu dobijenih vrednosti prividnih viskoziteta vehikuluma sa pojedina¢nim polimerima,
odabrane su koncentracije polimera za pripremu uzoraka sa kombinacijama polimera u cilju dobijanja
lubrikanasa pogodnih vrednosti viskoziteta za oftalmoloske preparate. Dodatno, na osnovu podataka
o sinergistickom efektu polimera [65, 66], ocekuje se da ¢e polimeri kori§¢eni u smesi, pri
minimalnim koncentracijama, omoguciti dobijanje rastvora odgovaraju¢ih vrednosti viskoziteta.
Pocetne koncentracije polimera u ispitivanim uzorcima lubrikanasa odabrane su na osnovu
literaturnih podataka, koncentracija polimera u komercijalnim preparatima i rezultata preliminarnih
ispitivanja.

Derivat celuloze koji ulazi u sastav ispitivanih vehikuluma, HPMC 4000 mPa-s, obi¢no se
koristi u koncentraciji 0,5% (m/V) u cilju povecanja viskoziteta [10]. Radi poredenja, pripremljen je
i preparat (Hipromeloza, kapi za o¢i, 0,3%) prema propisu MF 2008. U monografiji ovog preparata
navodi se da kapi za o¢i deluju kao lubrikans i da je njihova pH vrednost u opsegu 8,4-8,6, dok podaci
o viskozitetu preparata nisu navedeni. Medutim, izmereni viskozitet ovog preparata nalazi se ispod
opsega preporuc¢enog za oftalmoloske preparate (tabela 4.5) i zbog toga nije uklju¢en u dodatna
ispitivanja.

U literaturi se navodi podatak da rastvori hitozana u koncentraciji ve¢ od 0,5% (m/V) mogu
produziti vreme kontakta preparata sa povr§inom oka. Sa pove¢anjem molekulske mase, ne dolazi do
poboljsanja efekta, te se zbog toga preporucuje koris¢enje hitozana nizih molekulskih masa koji daju
rastvore optimalnog viskoziteta, koji se lako primenjuju i dobro podnose na povrsini oka [39].

S obzirom da na osnovu literaturnih podataka nije bio poznat uticaj upotrebljene koncentracije
HP 40 GG na viskozitet rastvora, pripremljeni su vehikulumi Sireg raspona koncentracija (0,25%,
0,5%, 1,0% 1 1,5%, m/V), u odnosu na druge polimere. Vehikulumi koji sadrze 1%, odnosno 1,5%
HP 40 GG pokazali su izrazito visoke vrednosti prividnih viskoziteta. Viskozitet uzorka V9 bio je
sli¢an viskozitetu komercijalnog uzorka SGD, dok je uzorak V10 ispoljio reoloSko ponasanje sli¢no
gelu. S obzirom da navedeni vehikulumi nisu bili odgovarajuce bistrine i homogenosti (tabela 4.1), u
ovoj fazi eksperimentalnog rada iskljuceni su iz daljih istrazivanja. Koncentracija HP 40 GG od
0,25% (M/V) odabrana je za kombinovanje sa HEC, MMW CS i NH u cilju procene sinergistickog
efekta ovih polimera na viskozitet, reolosSke 1 mukodhezivne karakteristike.
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Doprinos LMW CS viskozitetu ispitivanog vehikuluma (V3 i1 V4), za razliku od MMW CS,
je dosta nizak i tek pri koncentraciji od 1% (m/V) dobijene su pogodne vrednosti viskoziteta, zbog
toga je za izradu vehikuluma koji sadrze kombinacije polimera u svom sastavu odabran MMW CS u
koncentraciji 0,5% (m/V). Pored toga, HP 40 GG je imao znacajno vecéi uticaj na viskozitet od MMW
CS u istoj koncentraciji (0,5%, m/V). Brojni su faktori koji pored molekulske mase uti¢u na viskozitet
rastvora visokomolekulskih polimera, kao Sto su temperatura, vreme i brzina mesanja, koncentracija,
pH vrednost, stepen deacetilacije (za hitozan) i veli¢ina Cestica (za HP GG) [27].

Na osnovu izmerenih vrednosti viskoziteta pri brzini smicanja u opsegu 10-100 s, moZe se
uociti da je viskozitet vehikuluma V12 (49,25 mPa:-s, pri 100 s) koji sadrzi kombinaciju HP 40 GG
i MMW CS znaéajno veéi od zbira viskoziteta (7,4 mPa-s i 6,8 mPa-s, pri 100 s, redom) vehikuluma
koji sadrze pojedinacno ove polimera, te da je doslo do ispoljavanja sinergistickog efekta izmedu HP
40 GG 1 MMW CS koji se odrazio na povecanje viskoziteta. Dobijena vrednost viskoziteta nasla se
u opsegu, preporu¢enom za oftalmoloske preparate (15-50 mPa:-s) i moze se ocekivati da ¢e ovaj
vehikulum biti otporniji na aktivnosti drenaznog sistema i pokazati duze zadrzavanje na povrsini oka,
te da ¢e se u isto vreme dobro podnositi na oku [29].

U vehikulumu V11, u ¢ijem sastavu se pored HP 40 GG umesto MMW CS nalazi HEC, u
istoj koncentraciji (0,5%, m/V) viskozitet je bio 59,5 mPa-s, odnosno visi nego u slu¢aju vehikuluma
V12, te se moze zakljuciti da je HEC viSe doprinela ukupnom viskozitetu nego kada je MMW CS
koris¢en u kombinaciji sa HP 40 GG. Uporedo, sli¢na pojava uocena je i kod vehikuluma koji sadrzi
kombinaciju HP 40 GG i NH (V14) ¢&iji je viskozitet iznosio 73,1 mPa-s/100 s, dok su vehikulumi
sa pojedina¢nim polimerima HP 40 GG, odnosno NH imali viskozitete 7,4 mPa-s, odnosno 3,7 mPa-s,
redom, pri istoj brzini smicanja. lzrazito visok viskozitet, koji se nalazi daleko izvan intervala
preporucenog viskoziteta za oftalmoloske preparate (130,5 mPa-s/100 s), pokazuje vehikulum V2
u kojem su kombinovana dva derivata celuloze, HPMC i HEC, te ovaj vehikulum, nakon reoloske
studije, viSe nije bio predmet istrazivanja.

Kod vecine vehikuluma doslo je do znacajnog sSmanjenja vrednosti prividnog viskoziteta
nakon §to je dodata VST u odnosu 40:7. Odnos koli¢ine vehikuluma i VST baziran je na Cinjenici da
prilikom otkapavanja kapi iz kapaljke postavljene na bocicu za kapi za o€i, prosec¢ni volumen jedne
kapi iznosi prose¢no oko 40 pl, dok sa druge strane volumen suzne te¢nosti u normalnim fizioloskim
uslovima iznosi oko 7 pl [155, 156]. Bez obzira na neznatno razblazenje VST, viskozitet pojedinih
vehikuluma snizio se 1 do 4 puta (V1 1 V3) Sto je bio joS jedan od razloga za isklju¢ivanje navedenih
vehikuluma iz daljih ispitivanja, dok je kod vehikuluma V4 doslo da neznatnog smanjenja viskoziteta.

Nasuprot tome, kod vehikuluma V7 (HP 40 GG; 0,25%, m/V) i V13 (NH; 0,4%, m/V) sa
razblazenjem i zagrevanjem na temperaturu povrsine oka, doslo je do znacajnog povecanja prividnog
viskoziteta koje se kod vehikuluma V7 moZe uociti kako na niZzim, tako i na vi§im brzinama smicanja
(tabela 4.2).

Sli¢no ponaSanje zabeleZeno je i kod komercijalnih preparata SU i Pro (tabela 4.3) koji sadrze
navedene polimere. Nadalje, statisticka analiza je pokazala da je kod vehikuluma V7 i V13 doslo do
statisticki znacajnog povecanja viskoziteta nakon razblazenja (p < 0,05), dok povecanje viskoziteta
kod komercijalnih preparata nije imalo statisticku znacajnost (p > 0,05). Kod komercijalnog
proizvoda SU, koji je puferovan boratom uz dodatak sorbitola (tabela 3.3), nakon primene i meSanja
sa suznom te¢nos§cu pri fizioloskim uslovima (pH 7,4), dolazi do umreZavanja borata i derivata guar
gume sto dovodi do obrazovanja mekog gela i blagog povecanja viskoziteta [57, 79]. Sli¢an efekat je
postignut primenom dvobaznog natrijum-fosfata kao puferske komponente i natrijum-hlorida kao
sredstva za izotonizaciju koji su koriS¢eni za postizanje odgovarajuéih fizicko-hemijskih
karakteristika vehikuluma koji su predmet istrazivanja. Odabrane pomoc¢ne supstance su vrlo lako
rastvorljive u precis¢enoj vodi, na sobnoj temperaturi, Sto zna¢ajno doprinosi jednostavnosti i brzini
izrade. Drugi ispitivani komercijalni preparat koji u svom sastavu takode ima derivat guar gume, gel
kapi za o¢i (SGD) pokazao je znacajan pad viskoziteta nakon razblaZenja 1 zagrevanja 1 slicno
reolosko ponasanje kao vehikulum V9 (HP GG; 1%, m/V).

U sluc¢aju komercijalnog preparata koji sadrzi HPMC (HD), nakon razblazivanja i zagrevanja,
doslo je do znacajnog pada viskoziteta vec pri nizim brzinama smicanja (tabela 4.3).
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Na osnovu dobijenih rezultata u ovoj fazi, iz dodatnih ispitivanja iskljuceni su vehikulumi
V1, V2,V3,V4,V8, VIiV10.

4.1.3.2 Ispitivanje uticaja sterilizacije parom i perioda ¢uvanja od 28 dana na fizi¢koe-hemijske
karakteristike odabranih vehikuluma

Sterilizacija u autoklavu, sprovedena prema farmakopejskim zahtevima, nije uticala na izgled
I bistrinu vehikuluma izuzev onih koji su u svom sastavu imali MMW CS (slika 4.6) kod kojih je
doslo do promene boje i blagog zamucenja. pH vrednost svih sterilisanih uzoraka nalazila se u opsegu
* 0,2 u odnosu na pocetne vrednosti, izmerene naposredno nakon izrade.

Slika 4.6. Izgled vehikuluma koji sadrze MMW CS pre (gore) i posle (dole) sterilizacije u autoklavu

Vrednosti prividnih viskoziteta nakon sterilizacije u autoklavu ispitivanih vehikuluma pri
razli¢itim brzinama smicanja, prikazani su u tabeli 4.4. Sterilizacija parom dovela je do statisticki
znacajnih promena viskoziteta kod svih ispitivanih vehikuluma (p < 0,05), ali se viskozitet
vehikuluma V6, V7, V111 V13 i dalje nasao u preporu¢enom opsegu za oftalmoloske preparate. Kod
vec¢ine vehikuluma doslo je do smanjenja viskoziteta, dok je kod vehikuluma, koji su na pocetku
sterilizacije imali nize viskozitete, doslo do porasta viskoziteta prilikom procesa sterilizacije (V6, V7
i V13) (tabela 4.4). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa prethodnim studijama [157, 158] koje su
pokazale da sterilizacija parom znacajno utice na rastvore hitozana, naro¢ito na njihov viskozitet i
molekulsku masu polimera. Toplota stimuli$e unakrsno vezivanje polimernih lanaca i samim tim
dovodi do precipitacije hitozana.

Takode, u literaturi postoje podaci da toplota tokom sterilizacije dovodi do promena u
prividnom viskozitetu i vremenski zavisnom proticanju i kod rastvora HEC, verovatno zbog hidrolize
glikozidnih veza [159], sto je takode u saglasnosti sa dobijenim rezultatima.
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Tabela 4.4. Vrednosti prividnih viskoziteta merenih nakon procesa sterilizacije pri razli¢itim
brzinama smicanja

Viskozitet

V5 V6 V7 Vi1 V12 V13 V14
(mPa-s)*
25s1(20°C) 72,7 77,3 64,9 20,7 72,7 82,5 82,9
50s1(20 °C) 29,3 37,9 39,3 425 34,9 40,9 38,5
75s1(20 °C) 55 28,8 26,4 41,8 12,2 27,1 21,2

100 s (20 °C) 10,6* 15,0* 19,9% 42,1* 4,9 20,1* 3,3

*prikazane vrednosti predstavljaju srednju vrednost tri merenja; koeficijenti varijacije bili su manji od 5%
#p < 0,05 u poredenju sa pocetnim vrednostima

Tabela 4.5. Vrednosti prividnih viskoziteta merenih nakon perioda od 28 dana c¢uvanja pri
ambijentalnim uslovima, pri razli¢itim brzinama smicanja

Viskozitet

* V5 V6 V7 V11 V12 V13 V14
(mPa-s)
25s1(20°C) 76,8 83,3 43,0 25,2 76,8 75,5 65,5
50s1(20 °C) 38,2 42,1 20,2 36,3 38,8 37,7 61,6
75s1(20 °C) 6,5 26,9 3,4 44 8 23,7 17,7 64,2

100 s (20 °C) 5,2* 20,6" 2,5 44,6% 19,2* 51 65,4"

*prikazane vrednosti predstavljaju srednju vrednost tri merenja; koeficijenti varijacije bili su manji od 5%
#p < 0,05 u poredenju sa pocetnim vrednostima

Nakon procesa autoklaviranja, prividni viskoziteti vehikuluma koji sadrze HP 40 GG,
znacajno su se promenili. U literaturi se navodi da guar guma ispoljava reverzibilno smanjenje
viskoziteta nakon izlaganja temperaturi [159]. Medutim, kod ispitivnih uzoraka koji sadrze HP 40
GG (V7, V11, V12i V14) nije uoceno navedeno ponasanje. Dobijeni rezultati ukazuju da sterilizacija
parom dovodi do znacajnih promena fizicko-hemijskih karakteristika HP 40 GG, naroc€ito njenog
viskoziteta. Bez obzira na znacajne promene u vrednostima prividnog viskoziteta (p < 0,05) pri
razli¢itim brzinama smicanja, svi vehikulumi su zadrzali vremenski zavisno proticanje (engl. shear
thinning). MozZe se uogiti da je do najznacajnijeg smanjenja prividnog viskoziteta (pri 100 s™) doglo
kod vehikuluma V12 (0,5% MMW CS i 0,25% HP 40 GG) i V14 (0,4% NH i 0,25% HP 40 GG) sto
ukazuje na to da sterilizacija parom nije odgovaraju¢a metoda sterilizacije jer toplota i zasi¢ena
vodena para dovode do promena u strukturi polimera koje rezultuju znac¢ajnim padom viskoziteta
[157, 159].

Na osnovu dobijenih rezultata, preporuka je da se izrada ovakve vrste oftalmoloskih
vehikuluma izvodi pod asepti¢nim uslovima, unutar komore sa laminarnim protokom vazduha uz
kori$¢enje pomoc¢nih supstanci odgovaraju¢eg mikrobioloskog kvaliteta. Generalno, preporuka je da
se lekoviti preparati koji ne mogu biti sterilisani toplotnom metodom u finalnoj ambalazi, izraduju u
aseptiénim zonama od samog pocetka izrade sve do punjenja u ambalazu, uz kombinaciju sa
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sterilizacijom filtracijom kroz bakterioloske filtre, kada je to moguc¢e. U tom sluc¢aju neophodno je
koristiti polazne supstance odgovaraju¢eg mikrobioloSkog kvaliteta, sterilisane odgovaraju¢om
metodom sterilizacije [43, 160, 161].

Nakon 28 dana c¢uvanja na sobnoj temperaturi, bistrina svih vehikuluma bila je
zadovoljavajuca. pH vrednost se nalazila u prihvatljivom opsegu uz neznatne promene (od = 0,2
jedinice). Kod svih vehikuluma je doslo do smanjenja prividnog viskoziteta, izuzev kod vehikuluma
V6 i V13 (tabela 4.5) u odnosu na vrednosti prividnih viskoziteta izmerenih na pocetku ispitivanja
(tabela 4.2). Ako se promena prividnog viskoziteta posmatra u odnosu na vrednosti izmerene nakon
sterilizacije parom (tabela 4.4), do smanjenja je doslo kod vehikuluma V5, V7 i V13, dok je kod
ostalih vehikuluma izmeren visi viskozitet. Interesantno je da se vehikulum V14 “oporavio” i vratio
na gotovo pocetni prividni viskozitet, Sto donekle ide u prilog Cinjenici da HP 40 GG pokazuje
reverzibilno smanjenje viskoziteta tokom procesa sterilizacije parom.

4.1.4 PovrSinski napon

Vecina pomo¢nih supstanci kao §to su konzervansi, solubilizatori i sredstva za podeSavanje
viskoziteta, ali i neke lekovite supstance kao $to su antazolin i tetrakain uti¢u na povrSinski napon,
uglavnom dovode¢i do njegovog snizavanja [2, 13]. Osnovni mehanizam njihovog delovanja na
povrsinski napon jeste delimi¢no rastvaranje lipidnog sloja ¢ime dovode do povecanja povrSinske
aktivnosti i destabilizacije suznog filma [162].

Literaturni podaci pokazuju da HPMC ispoljava izvesnu povrsinsku aktivnost, dok HEC
pokazuje vrlo umereno smanjenje povrsinskog napona. Kada se koriste supstance koje nemaju uticaja
na povrsinski napon, kao §to je HEC, potrebno je razmotriti podeSavanje povrSinskog napona na
prihvatljive granice fizioloskog opsega [13].

Merenje povrSinskog napona sprovedeno je u vehikulumima koji su sadrzavali odabrane
koncentracije pojedina¢nih polimera (MMW CS, HP 40 GG i NH). Kako bi se procenio uticaj
upotrebljenog konzervansa BAK (0,01%, m/V) na povrSinski napon odabranih vehikuluma,
odredivana je vrednost ovog parametra kod nekonzervisanih i konzervisanih vehikuluma. Rezultati
ispitivanja prikazani su u tabeli 4.6.

Tabela 4.6. Vrednosti povrsinskog napona ispitivanih odabranih vehikuluma (nekonzervisanih i
konzervisanih)

0+ SD (mN/m) bez o=+ SD (mN/m)

Oznaka vehikuluma Smanjenje ¢ (%)

BAK* sa BAK*
V6 50,36 + 0,49 36,36 + 0,30 27,8
V7 57,92 + 0,04 33,05+0,02 43,0
V13 61,10+ 0,20 34,75+ 0,04 43,1

*srednja vrednost £ SD,n=3

Kod svih ispitivanih uzroka uoceno je smanjenje vrednosti povrsinskog napona usled dodatka
konzervansa. Najznacajnije smanjenje povrsinskog napona izmereno je kod vehikuluma koji su
sadrzavali HP 40 GG (V7), odnosno NH (V13) i ove vrednosti povrs$inskog napona su nesto ispod 35
mN/m. Sa druge strane, snizenje povrsinskog napona kod vehikuluma koji sadrzi MMW CS (V6)
nakon dodatka konzervansa, je znac¢ajno manje u odnosu na snizenje koje je uoceno kod druga dva
ispitivana vehikuluma.

U literaturi nema podataka o povrSinskoj aktivnosti HP GG. Postoje podaci samo za guar
gumu za koju se uglavnom navodi da ima umerenu povrsinsku aktivnost sa postepenim smanjenjem
povrsinskog napona (71,18-52,34 mN/m) sa porastom koncentracije guar gume (0-0,97%, m/m).
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Takode, navodi se da rastvor guar gume koncentracije 0,2% (m/m) na temperaturi od 30 °C ima
povrsinski napon 58,07 mN/m [163]. Na osnovu dobijene vrednosti za vehikulum V7 moze se
pretpostaviti da se i HP 40 GG ponasa sli¢no guar gumi na medupovrSini voda/vazduh jer ova
umerena povrSinska aktivnost poti¢e od velikog broja galaktoznih jedinica [163].

Povrsinska aktivnost natrijum-hijaluronata nije detaljno razmatrana u literaturi. Generalno se
smatra da bioloski polielektrolitni polimeri, kao §to je natrijum-hijaluronat, imaju slabo izrazenu
povrsinsku aktivnost. Medutim, u studiji koju su sproveli Rieberio i sar. [164] pokazana je zavisnost
povrsinskog napona rastvora NH od koncentracije, te se povrSinski napon rastvora koncentracije U
opsegu 0,05%-0,35% (m/V), meren na 34 °C, snizio sa ~65 mN/m do ~50 mN/m, $to ukazuje na
izvesnu povrsinsku aktivnost. Kod vehikuluma V13, sli¢no kao i kod vehikuluma V7, u kombinaciji
sa prisutnim konzervansom, doslo je do znac¢ajnog smanjenja povrSinskog napona, $to ukazuje na
medusobni uticaj BAK 1 NH na povrsSinski napon.

Hitozan, zbog svoje hemijske strukture, nema izrazenu povrsinsku aktivnost; polisaharid je
sa katjonskim amino (NHs") i alkoholnim grupama (OH) koji u svojoj strukturi ne poseduje
hidrofobne grupe koje bi se adsorbovale na medupovrsini vazduh/rastvor. PovrSinski napon rastvora
hitozana u 1% - tnoj sir¢etnoj kiselini ne razlikuje se znacajno od povrSinskog napona ¢istog
rastvaraca [165]. Povrsinski napon rastvora niskomolekulskog hitozana (1%, m/V) u sir¢etnoj kiselini
(0,5%, V/V) (pH 5,06) meren na 25 °C iznosio je ~71,45 mN/m dok je na 34 °C (pH 5,21) izmeren
povrsinski napon bio ~70,26 mN/m, §to je bilo vrlo blisko vrednostima povrS§inskog napona vode,
merenog na istim temperaturama (71,99 mN/m na 25 °C i 70,52 mN/m na 34 °C). Konstantne
vrednosti povrSinskog napona ukazuju na to da molekuli hitozana nemaju afinitet prema
medupovrsini vazduh/rastvor, tj. da ne poseduju povrSinsku aktivnost. Pri navedenim pH
vrednostima, koje su bliske i pH vrednostima izradenih vehikuluma, amino grupe molekula hitozana
su protonovane, §to hitozanu daje hidrofilni karakter u osnovnim rastvorima [166].

Povrsinski napon ispitivanih konzervisanih vehikuluma (tabela 4.6) Kkoji je nesto nizi od
fizioloskih vrednosti povrSinskog napona suzne tecnosti je poZeljan, narocito kada je u pitanju terapija
sindroma suvog oka jer se ovo stanje povezuje sa viSim vrednostima povrSinskog napona na
medupovrsini vazduh/suzna te¢nost, koji se moze kretati u opsegu 44-53 mN/m [167]. Osim toga,
kapi za o¢i nizeg povrsinskog napona poseduju znacajno bolja svojstva vlaZenja oka, lako se mesaju
sa sastojcima suznog filma i dobro rasprostiru po povrSini roznjace $to za posledicu ima duze
zadrzavanje u prekornealnom podrucju i samim tim duzi i izrazeniji terapijski efekat [168, 169].

4.1.5 Ispitivanje mukoadhezivnih karakteristika

Ispitivanja mukoadhezivnih svojstava formulisanih vehikuluma (V5, V6, V7, V11, V12, V13
i V14) izvrSena su u cilju procene afiniteta vehikuluma za mucin na povrsini oka. U ispitivanjima je
kori$éen zeluda¢ni mucin svinje zbog svoje sli¢nosti sa okularnim mucinom Koji komercijalno nije
dostupan [49].

4.1.5.1 Turbidimetrijska metoda

Promene vrednosti apsorbancije ispitivanih vehikuluma u toku inkubacije sa disperzijom
mucina koncentracije 0,1 % (m/V) prikazane su na slici 4.7.
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Slika 4.7. Vrednosti apsorbancija izmerenih za smeSe vehikuluma i disperzije mucina u toku 8 h
(srednja vrednost £ SD, n = 3)

Turbiditet smese disperzije mucina i vehikuluma V6 i V12 povecavao se sa vremenom i na
kraju eksperimenta bio je znatno visi od turbiditeta same disperzije mucina. Porast turbiditeta u
slu¢aju navedenih vehikuluma ukazuje na medusobnu interakciju MMW CS prisutnog u sastavu
vehikuluma i mucina. Naime, pozitivno naelektrisane amino grupe MMW CS, pri neutralnoj pH
vrednosti, stupaju u reakciju sa negativno nelektrisanim ostacima sijalinske kiseline prisutnim u
sastavu mucina, $to rezultuje pojavom talozenja koja se ogleda u povecanju turbiditeta, odnosno u
zamucenosti smese vehikuluma i disperzije mucina [103, 104].

Turbiditet smeSe disperzije mucina i vehikuluma V5 se blago pove¢avao tokom vremena.
Medutim, apsorbancije u ovoj smesi su od samog pocetka znatno nize od onih izmerenih za Cistu
disperziju mucina, $to ukazuje na izostanak interakcije, odnosno da je interakcija MMW CS sa
mucinom znatno izraZenija kada se nalazi u nizoj koncentraciji. Toj ¢injenici u prilog idu 1 ranije
objavljeni podaci koji ukazuju na znacaj optimalne koncentracije hitozana potrebne kako bi se
postigla odgovaraju¢a mukadhezivna svojstva [170]. U visoko koncentrovanim sistemima, izvan
opsega optimalne koncentracije, jacina adhezije znacajno slabi. U koncentrovanim rastvorima,
koloidne molekule su slabije rastvorljive i manje dostupne za interpenetraciju [170, 171].

Nasuprot tome, u samoj disperziji mucina ili smeSama ostalih vehikuluma i disperzije mucina
dolazi do smanjenja turbiditeta usled izostanka medusobne interakcije polimera sa mucinom i
konstatnog mesanja tokom vremena. Turbiditet smese disperzije mucina i vehikuluma koji sadrze HP
40 GG (V7) nizi je od turbiditeta same disperzije mucina u istom periodu, §to moze ukazati na
izostanak interakcije izmedu mucina i ovog polimera. Pored toga, vehikulum koji sadrzi kombinaciju
HP 40 GG sa MMW CS (V12) pokazao je znacajno visi turbiditet nakon inkubacije sa disperzijom
mucina u odnosu na vehikulum u kojem je HP 40 GG u istim koncentracijama kombinovana sa HEC
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(V11). Zapravo, na kraju ispitivanja turbiditet je bio najvisi upravo u smesi disperzije mucina i
vehikuluma V12 (HP 40 GG i MMW CS) ukazuju¢i na najizrazeniju interakciju sa mucinom. Na
osnovu ovih rezultata, moze se zakljuciti da HP 40 GG, kao lubrikantni polimer koji zna¢ajno dovodi
do povecanja viskoziteta pokazuje bolji sinergisticki efekat sa MMW CS u pogledu izraZenijih
mukadhezivnih svojstava. Takode, ovim je potvrden podatak da nejonski celulozni etri imaju slabo
izrazena mukoadhezivna svojstva [10].

Turbiditet smeSe disperzije mucina i vehikuluma V13 i V14 nizi je od turbiditeta same
disperzije mucina (slika 4.7). Na osnovu dobijenih rezultata, moglo bi se zakljuciti da polimeri koji
ulaze u sastav ovih vehikuluma (NH i HP 40 GG) ne pokazuju afinitet prema mucinu. Medutim,
literaturni podaci ukazuju na dobro izrazen mukoadhezivni karakter NH [49]. Ovaj rezultat samo
ukazuje na znacaj izbora odgovarajue metode za procenu mukoadhezivnih karakteristika u
zavisnosti od tipa interakcije izmedu polimera i mucina [100].

4.1.5.2 Metoda zasnovana na promenama zeta potencijala

Druga odabrana metoda procene mukoadhezivnih svojstava zashiva se na promeni zeta
potencijala Cestica mucina, nakon meSanja sa izradenim vehikulumima. Vezivanje polimera
prouzrokuje promene povrSinskih svojstava Cestica mucina §to za posledicu ima promene u zeta
potencijalu [140, 172].

Ovom ispitivanju podvrgnuti su vehikulumi za koje se na osnovu literaturnih podataka
oc¢ekivalo da ¢e posedovati izrazenu mukoadhezivnost [24, 29] i na osnovu rezultata dobijenih
primenom turbidimetrijske metode.

Vrednost zeta potencijala disperzije mucina iznosila je —7,8 + 0,8 mV (tabela 4.7). Negativno
naelektrisanje Cestica mucina moZe se objasniti prisustvom ostataka sijalinske kiseline, tj.
oligosahardinih lanaca u ¢ijem sastavu se nalazi veliki broj karboksilnih i sulfatnih grupa [173].
Nakon mesanja disperzije mucina sa vehikulumima V6 (MMW CS) i V12 (MMW CS i HP 40 GG),
zeta potencijal je iz negativnih presao u pozitivne vrednosti zbog prisustva protonovanih amino grupa
MMW CS [172]. Ovi rezultati ukazuju na pojavu elektrostatickih interakcija mucina i MMW CS
prisutnog u vehikulumima V6 i V12.

Nasuprot tome, dodavanje vehikuluma (V11) u disperziju mucina dovelo je do veoma blagog
snizavanja zeta potencijala, §to ukazuje na to da je kombinacija polimera HP 40 GG i HEC imala
zanemariv uticaj na zeta potencijal Cestica mucina, pre svega zbog njihove nejonske prirode [174].

U sluéaju dodavanja vehikuluma V13 (NH) u disperziju mucina, negativna vrednost zeta
potencijal je znacajno porasla i ovaj porast zeta potencijala moze se objasniti anjonskom prirodom
NH i prisustvom velikog broja karboksilnih grupa u strukturi ovog polimera.

Sa druge strane, nakon dodataka vehikuluma V14 (NH i HP 40 GG), zeta potencijal je bio u
blagom porastu u odnosu na samu disperziju mucina.
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Tabela 4.7. Vrednosti zeta potencijala disperzije mucina i smesa disperzije mucina sa ispitivanim
vehikulumima

Polimer(i) u sastavu

Oznaka vehikulum vehikuluma Zeta potencijal

*
(koncentracija) (mV)
Mucin - -7,8+0,8
V6 MMW CS (0,5%) 21+05
HP GG/HEC
b (0,25%/0,5%) -8,7+18
HP GG/MMW CS
i (0,25%/0,5%) 165+1,1
V13 NH (0,4%) -25+0,2
HP GG/NH
. (0,25%0,4%) 041+0,2

*srednja vrednost £ SD, n =3

S obzirom na primarni mehanizam interakcije MMW sa mucinom koji se zasniva na
elektrostatickim interakcijama izmedu pozitivno naelektrisanih amino grupa 1 negativno
naelektrisanih ostataka sijalinske kiseline, metoda zanovana na promeni zeta potencijala adekvatna
je za primenu kod uzoraka koji sadrZe pozitivno naelektrisane polimere, kakav je MMW CS. Na
osnovu dobijenih rezultata uocava se da je najizrazenija interakcija zabelezena izmedu vehikuluma
V6 i mucina sa promenom zeta potencijala za ¢ak ~4 puta, a nakon toga vehikuluma V12 i mucina
gde je doslo do porasta zeta potencijala za ~3 puta.

4.15.3 Kontiualna i oscilatorna reolos§ka analiza smes$a vehikuluma i mucina

Jedna od najcesce koris¢enih metoda za procenu mukoadhezivnih karakteristika polimera,
zasniva se na utvrdivanju polimer-mucin interakcije merenjem promene viskoziteta u okviru
kontunualne reoloske analize, koja se javlja kao posledica njihovog sinergistickog efekta. Dodatno,
pored merenja viskoziteta, viskoelasti¢na oscCilatorna merenja mogu da ukazu na tip interakcije
mukadhezivnog polimera i mucina [175].

U sluc¢aju mukoadhezivnih polimera viskozitet smese disperzije mucina i vehikuluma (Nsmesa)
ima viSu vrednost od zbira pojedinacnih viskoziteta (Mpolimer + Nmucin) Usled interakcija do kojih dolazi
izmedu polimera i mucina i u tom slu¢aju dobija se pozitivna vrednost mukoadhezivnog indeksa [105,
176]. U slucaju kada mukoadhezivni indeks raste sa porastom brzine smicanja, to ukazuje na to da je
medusobna interakcija polimera i mucina izraZenija pri vi§im brzinama smicanja. Ovaj fenomen se
takode moze objasniti snaznije izrazenim pseudoplasticnim karakterom polimernih vehikuluma u
odnosu na smeSe sa disperzijom mucina [141]. Pseudoplasti¢no ponaSanje kod oftalmoloskih
vehikuluma se smatra veoma pozeljnim jer obezbeduje adheziju za mukoznu povrSinu cak 1 pri
visokim brzinama smicanja koje se javljaju tokom treptanja.

Na slici 4.8 prikazane su promene vrednosti mukoadhezivnog indeksa u zavisnosti od brzine
smicanja. Kod vehikuluma kod kojih dolazi do smanjenja vrednosti mukodhezivnog indeksa sa
povecanjem brzine smicanja (V11 1 V14), moze se zakljuciti da je interakcija sa mucinom izrazenija
u periodima mirovanja izmedu treptanja. Dobijeni rezultati su u skladu sa sli¢nim studijama u kojima
su ispitivana mukoadhezivna svojstva same hijaluronske kiseline u kapima za o¢i [49, 173].
Mukoadhezivni indeksi izracunati na ovaj nac¢in nalaze se pod direktnim uticajem viskoziteta, tj.
koncentracije i molekulske mase polimera [49].

Daleko najvisu vrednost mukoadhezivnog indeksa pokazuje vehikulum V14, a potom V11,
pri svim brzinama smicanja. Kombinacije vehikuluma V13 i V14 sa disperzijom mucina pokazale su
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izrazito vise viskozitete (173 mPa-s, odnosno 274 mPa-s, pri 100 s) u odnosu na zbir vrednosti
viskoziteta vehikuluma i disperzije mucina (55,9 odnosno 125,4 mPa-s, pri 100 s, $to ukazuje na
pojavu reoloskog sinergizma i medusobnu interakciju polimera i mucina.
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Slika 4.8. Vrednosti mukoadhezivnog indeksa ispitivanih uzoraka pri razli¢itim brzinama smicanja

Primena rezultata reoloske karakterizacije za procenu mukoadhezivnosti ima i odredena
ogranicenja, jer se ovako dobijeni rezultati nalaze pod uticajem koncentracije upotrebljenog polimera,
viskoziteta polimernog rastvora, tipa mucina i njegove koncentracije, pH vrednosti i vrste medijuma
[141]. U toku ovog ispitivanja, uslovi kao §to su koncentracija polimera, tip i koncentracija mucina,
pH i vrsta medijuma su bili nepromenjeni, izuzev viskoziteta vehikuluma. U cilju dobijanja rezultata
koji su medusobno uporedivi, izra¢unat je i parametar normalizovani mukoadhezivni indeks, odnosno
,hormalizovani reoloski sinergizam* koji je ranije opisan u literaturi [141]. Izraunate vrednosti
normalizovanog mukoadhezivnog indeksa pri razli¢itim brzinama smicanja prikazane su na slici 4.9.
Pored toga, smatra se da ako sposobnost kvasenja i rasprostiranja imaju glavnu ulogu u povezivanju
sa mucinom, umesto medusobne interpenetracije lanaca polimera 1 glikoproteina, druge tehnike, kao
Sto su merenje ugla kvasenja ¢e bolje predvideti desavanja u in vivo uslovima [175].
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Slika 4.9. Vrednosti normalizovanog mukoadhezivnog indeksa pri razli¢itim brzinama smicanja

Vise vrednosti ovog parametara su dobijene kod vehikuluma u kojem je HP 40 GG bila u
kombinaciji sa MMW CS (V12) nego sa HEC (V11), s§to je u skladu i sa rezultatima dobijenim
turbidimetrijskom metodom i ukazuje da dodatak HP 40 GG zaista poboljasava mukoadhezivna
svojstva MMW CS i da je to moguce utvrditi primenom navedenih metoda.

Na osnovu svih do sada prikazanih rezultata reoloske analize pri ambijentalnim i sSimuliranim
fizioloskim uslovima i procene mukadhezivnih karakteristika, moze se pretpostaviti da ¢e formulacije
V12 i V14 pokazati odgovarajuce karakteristike zahvaljujuc¢i kombinaciji polimera pogodnih fizicko-
hemijskih i funkcionalnih osobina (viskozitet i mukoadhezivnost). Sve navedeno u in vivo sredini
moze doprineti zna¢ajnom produzenju vremena zadrzavanja, lubrikantnom efektu i vlazenju povrsine
oka. Povecanjem viskoziteta suznog filma, usled prisustva HP 40 GG u formulaciji, produzava se
kontakt i pospesuje interakcija NH, odnosno pozitivno naelektrisanog MMW CS sa negativno
naelektrisanim mucinom [174].

U cilju procene tipa interakcije u smesi polimer-mucin, sprovedena je oscilatorna reoloska
analiza. Primenom konstantne deformacije u opsegu frekvencija 0,1-10 Hz (engl. frequency sweep),
moguce je proceniti koji tip interakcije preovladava u smesi polimer-mucin. Rezultati oscilatornih
merenja smesa vehikuluma 1 disperzije mucina (oznacenih kao VoM, V11M, V12M, V13M 1 V14M)
prikazani su na slici 4.10. Mehanizam interakcija polimera i mucina moze biti baziran na jonskoj
interakciji, fiziCkom preplitanju, van der Waals-ovim silama i obrazovanju vodoniénih veza [10].
Relativne magnitude elasticnog (G') i viskoznog (G”) modula mogu ukazati na kvalitativne
karakteristike struktura u smesi. U rastvorima koji sadrze visokomolekulske polimere, moguca su tri
razli¢ita slucaja: G’ >> G” za hemijski umreZene sisteme, G' > G” za sisteme koji su povezani
sekundarnim vezama, G’ < G" za fizicki umrezene polimerne sisteme [177]. Dobijeni rezultati (slika
4.10) ukazuju na fizicko preplitanje polimernih lanaca i glikoproteinskih lanaca mucina i stvaranje
slabih vodoni¢nih veza izmedu ukrstenih lanaca, jer je G’ <G”, kod svih ispitivnih uzoraka. UkrStanje
G’ 1 G" u regionu nizih frekvencija, potvrdilo je strukturno ponasanje unutar smese [177].
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Parametar koji se izra¢unava iz odnosa viskoznog (G") i elasti¢nog (G') modula naziva se
faktor gubitka (engl. loss factor or damping factor) ili tangens faznog ugla (tan 8). Viskoelasti¢nost
je svojstvo materijala da ispoljava i viskozna i elasticna svojstva, pod uticajem deformacije.
Viskoelasti¢ne te¢nosti imaju fazni ugao jednak ili vec¢i od 90° i ispoljavaju vecu vrednost viskoznog
(G") u odnosu na elasti¢ni (G') moduo (tan 6 > 1). Nasuprot tome, gelovi kao ¢vrsti viskoelasti¢ni
materijali, pokazuju vece vrednosti elasti¢nog (G’) u odnosu na viskozni (G”) modul (tan & < 1) i
pokazuju vremenski zavisan, odloZzen odgovor, bilo da je primena stresa ili deformacije u toku ili
nakon njihovog zavrsetka [178].

Vrednost parametra tangensa faznog ugla (tan 6) razmatrana je u funkciji konstantne
deformacije pri frekvenciji 1,13 Hz (tabela 4.8). Dobijene vrednosti tan & za ispitivane smeSe ukazuju
na dominantnije elasti¢no ponasanje smese V6 I mucina, a sa druge strane vise viskozno za ostale
smese, $to verovatno ima za posledicu efikasniju interakciju izmedu polimera i mucina.

Tabela 4.8. Vrednosti reoloskih parametara G’, G” i tan 6 odredenih u smeSama mucin-ispitivani
vehikulum

Oznaka smese G’ [Pa] G'" [Pa] tan
V6M 367 253 0,69
V1lM 826 1010 1,22
V12M 806 917 1,14
V13M 1007,5 1615 1,60
V14M 1381,5 2487 1,80

4.2 REZULTATI DRUGE FAZE EKSPERIMENTALNOG RADA

4.2.1 lzrada i fizicko-hemijska karakterizacija kapi za o¢i sa model lekovitim
supstancama

Za izradu kapi za o¢i sa model lekovitim supstancama, na osnovu dobijenih rezultata iz prve
faze eksperimentalnog rada, odabrani su vehikulumi koji sadrze pojedinac¢ne polimere V6 (MMW
CS), V7 (HP GG), V13 (NH) i oni u kojima je HP GG kombinovana sa MMW CS (V12) i sa NH
(V14).

Dodatno, na pocetku ove faze izvrSena je uporedna fizicko-hemijska karakterizacija
vehikuluma V7 1 V7a sa dva razliCita uzorka hidroksipropil guar gume, razli¢itog stepena molarne
supstitucije (tabela 4.9).
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Tabela 4.9. Rezultati fizicko-hemijske karakterizacije vehikuluma sa razli¢itim uzorcima

hidroksipropil guar gume

Osobine polimera

Oznake uzoraka

V7 (HP 40 GG) V7a (HP GG)
Viskozitet (1%) nakon 2 h* 5200 mPa-s 2500-4500 mPa-a
pH (1%)* 10 9,0-11,0
Stepen molarne supstitucije* 0,4 0,6
Mr (odredena eksperimentalno) 261,7 £ 38,1 kDa 110+ 7,5 kDa
pH (0,33%) pre podesavanja na 5,5 7,2 8,0
Transparencija 88,9% 97,5%
Osmolalnost (mMOsm/kg) (0,25%) 283 277

Viskozitet (0,25%) (20 °C, 100 s?)

20,1+ 0,5 mPa-a 20,8 + 0,6 mPa-a

*prema specifikaciji proizvodaca

Viskoziteti oba izradena vehikuluma imali su priblizno iste vrednosti, medutim zbog bolje
transparencije, u nastavku rada, za izradu kapi za o¢i sa lekovitim supstancama odabran je vehikulum

V7a.

U okviru ove eksperimentalne faze izradene su kapi za oci sa aktivnim supstancama (OLO i

KF) i navedenih pet vehikuluma.

Sastav i oznake navedenih formulacija kapi za o¢i, kao i rezultati njihove fizicko-hemijske
karakterizacije sprovedene 24 h nakon izrade, prikazani su u tabeli 4.10.
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Tabela 4.10. Sastav kapi za o¢i sa OLO 1 KF i rezultati njihove fizicko-hemijske karakterizacije

Sastav F10LO F20LO F30LO FAOLO F50L0 F1KF F2KF F3KF FAKF F5KF
%MV) %MmV) %mMV) %mMV) %mV) %mV) %mV) %mV) %mV) % (m\V)
OoLO 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 - - - - -
KF - - - - - 0,0345 0,0345 0,0345 0,0345 0,0345
MMW CS 0,5 - 0,5 - - 0,5 - 0,5 - -
HP GG - 0,25 0,25 - 0,25 - 0,25 0,25 - 0,25
NH - - - 0,4 0,4 - - - 0,4 0,4
Natrijum-hlorid 0,2 0,6 0,2 0,7 0,7 0,2 0,6 0,2 0,7 0,7
BAK 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
g;brfig';gcggii)j“m'fos‘cat 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 05 0,5 05 0,5 05
Ciljna pH (HCI/NaOH) 5,0-6,0 5,0-6,0 5,0-6,0 5,0-6,0 5,0-6,0 5,0-6,0 5,0-6,0 5,0-6,0 5,0-6,0 5,0-6,0
Preéisc¢ena voda do100ml do100ml do100ml do100ml do100ml do100ml do100ml do100ml do100ml do 100 ml
pH 55 6,0 55 5,6 53 5,0 5,0 55 54 51
Transparencija (%) 98,0 96,7 95,8 100,0 98,4 98,1 97,8 95,6 100,0 98,5
Osmolalnost (mOsm/kg) 227 261 219 359 378 246 302 291 357 385
Viskozitet (mPa-s) na 20 °C* 113+23 201+06 519+20 112+09 51,+x08 201+13 201+04 512+22 109+17 548+22

*Vrednost viskoziteta predstavlja srednju vrednost + SD (n = 3) pri brzini smicanja od 100 s
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Sveobuhvatna fizicko-hemijska karakterizacija sprovedena na vehikulumima, ponovljena je i
na formulacijama kapi za oci koje sadrze model lekovite supstance u cilju procene uticaja dodatka
leka na karakteristike odabranih viskoznih vehikuluma.

Sve ispitivane formulacije su na sobnoj temperaturi bile homogene i transparentne viskozne
tecnosti (tabela 4.10). Bistrina je jedan od najznacajnijih zahteva za kvalitet oftalmoloskih preparata.
Kada u sastav oftalmoloskih preparata ulaze polimeri za povecanje viskoziteta, bistrina mora biti
obezbedena 1 pracena tokom perioda ispitivanja stabilnosti [23]. U kapima za o¢i ne smeju biti
prisutne Cestice koje mogu da izazovu mehanicku iritaciju oka.

Puferski kapacitet oka je znacajno slabiji od puferskog kapaciteta krvi jer nedostaje
hemoglobin/oksi-hemoglobin puferski sistem. Sa druge strane, puferski sistem oka ukljucuje
karbonate, fosfate i proteine. lako je pH vrednost suzne te¢nosti, sli¢no kao i krvi, oko 7,4, pri
uobicajenoj primeni kapi za o¢i, smatra se da nepuferovani rastvori ¢ija se pH vrednost nalazi u
opsegu 7,3-9,7, ne izazivaju oseéaj bola, dok se pH vrednosti u opsegu 5,5-11,4 smatraju
prihvatljivim [179].

Sa aspekta dobre podnosljivosti, bilo bi pozeljno da su kapi za oc¢i euhidricne (pH 7.,4), ali
vrlo Cesto to prakti¢no nije izvodljivo. Rastvorljivost, stabilnost lekovite supstance (vrlo ¢esto i
ekscipijenasa) i optimalna efikasnost imaju primarnu ulogu u odnosu na fizioloski efekat (toleranciju)
kod podesavanja odgovarajuc¢e pH vrednosti preparata. NajpoZzeljnija pH vrednost je ona koja moze
da zadovolji sve navedene faktore [179]. pH vrednost formulisanih kapi za o¢i podesena je dodatkom
0,1M HCI ili 0,1M NaOH tako da se nalazi u opsegu 5,0-6,0 iz vise razloga.

Kao S§to je ranije navedeno, razlog podesavanja na neSto nize pH vrednosti u odnosu na
fizioloske, jeste upotreba MMW CS koji precipitira na pH vrednostima vi§im od njegove pKa
vrednosti (6,2). Pri odabranim pH vrednostima, OLO koji poseduje i kiselu i baznu funkcionalnu
grupu, se nalazi u obliku cviterjonske strukture. U podruc¢ju pH vrednosti izmedu pKal i pKa2
molekule OLO su elektroneutralne i pokazuje najnizu lipofilnost pri pH vrednostima u opsegu 6,0—
7,5 (log D = -1,64) [90]. U studiji optimizacije formulacije in situ gela sa OLO, kao pH vrednost
optimalne formulacije odabrana je pH 4,7, a ispitivanje tolerancije na oku zeCeva pokazalo je da
formulacija ne dovodi do iritacije i dobro je podnosljiva [88]. Pored navedenog, pH vrednost
komercijalnih kapi za o¢i sa KF nalazi se u opsegu 4,7-6,0. Rastvorljivost KF kao slabe baze (pKa
8,43) je pH-zavisna i veca je u kiseloj sredini, dok u neutralnoj i blago alkalnoj sredini dolazi do
njegove precipitacije.

Prose¢na osmolalnost suzne te¢nosti kod zdravog oka tokom dana iznosi 302 mOsm/kg.
Hipotonicni 1 hipertoni¢ni rastvori izazivaju iritaciju oka i posledi¢no dovode do povecanog lucenja
suza. Normalna vrednost osmotskog pritiska suza ekvivalentna je 0,9%-1,0% rastvoru natrijum-
hlorida. Sa aspekta toni¢nosti, oko ima prilicno visok nivo tolerancije zbog izrazito malog volumena
kapi za o¢i koji se aplikuje i brzog razblazivanja suznom te¢nos$¢u. Rastvori ¢iji je osmotski pritisak
ekvivalentan osmotskom pritisku rastvora natrijum-hlorida koncentracije 0,6-1,3%, se dobro
podnose na oku [180]. Za podesavanje toni¢nosti formulisanih kapi za o¢i kori$cen je natrijum-hlorid
u koncentraciji od 0,2% (m/V) do 0,7% (m/V) 1 sve formulacije su imale toni¢nost koja se nasla u
prihvatljivom opsegu (tabela 4.10).

Krive viskoziteta ispitivanih kapi za o¢i prikazane su na slici 4.11. Znacaj viskoziteta tecnih
oftalmoloskih preparata za vreme zadrZavanja na povrSini oka, odupiranje drenaZznom sistemu i
poboljsanje okularne raspolozivosti detaljno je obrazlozen ranije (napisati broj poglavlja).

Sve ispitivane formulacije su zadrzale reolosko ponasanje ispitivanih vehikuluma iz 1. faze
eksperimentalnog rada, odnosno “shear thinning” tip proticanja. Pored toga, ispitivane formulacije
pokazuju zadovoljavajuc¢i viskozitet, pri nizim brzinama smicanja, odnosno u stanju mirovanja
izmedu treptanja, Sto omogucava bolju otpornost na drenazu/isparavanje 1 duze vreme zadrzavanja
[181]. Povecanjem viskoziteta kapi za oc¢i postize se bolja distribucija lekovite supstance i ovakvi
preparati imaju lubrikantni efekat i1 spreCavaju iritaciju, zbog ¢ega su narocito znacajni u okviru
terapije keratokonjunktivitisa [179]. Pseudoplasti¢ni karakter ispitivanih kapi za oci doprinosi
usporenom uklanjanju lekovitih supstanci iz konjunktivalne vreéice, bez mogucnosti za stvaranje
poteskoca prilikom treptanja [182].
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Uzimajuéi u obzir kombinaciju pozitivnog reoloskog ponasanja ispitivanih kapi za oci sa
prethodno utvrdenim mukoadhezivnim svojstvima ispitivanih vehikuluma, moZze se ocekivati
produzeno vreme zadrzavanja na povrSini oka i mogucénost za produzeno delovanje lekovitih
supstanci.

4.2.2 Ispitivanje potencijalnih interakcija u smeSi lekovite supstance i polimera

S obzirom da male promene u sastavu rastvora polimera mogu da se odraze na njihove fizicko-
hemijske i funkcionalne karakteristike, a posledi¢no i vreme zadrzavanja preparata na povrsini oka,
tj. sposobnost odupiranja drenaznom sistemu, znacajno je ispitati postojanje potencijalnih interakcija
polimera sa dodatim lekovitim supstancama. U cilju procene kompatibilnosti lekovitih supstanci i
upotrebljenih polimera, te medusobne kompatibilnosti polimera koji su kombinovani prilikom izrade
vehikuluma, izvrSeno je poredenje DSC termograma i FT-IR spektara pojedina¢nih supstanci (OLO
i KF) i fizi¢kih smeSa lekovitih supstanci sa polimerima (MMW CS, HP GG i NH) i fizi¢kih smeSa
samih polimera (MMW CS-HP GG i HP GG-NH).

4.2.2.1 Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (engl. Differential scanning calorimetry, DSC)

DSC termogrami OLO, KF, koris¢enih polimera i njihovih fizickih smesa, prikazani su na
slikama 4.12—4.14.

Na DSC termogramu OLO (slika 4.12), moZe se uociti oStar endotermni pik na 255,8 °C koji
odgovara tacki topljenja OLO [183].

DSC termogram KF (slika 4.13) takode pokazuje ostar endotermni pik na 201,5 °C $to ukazuje
na kristalnu prirodu obe supstance [184].
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Slika 4.12. DSC krive a) OLO, MMW CS i fizicke smese (OLO-MMW CS), b) OLO, HP GG i fizicke smese (OLO-HP GG), ¢) OLO, NH i fizicke
smesSe (OLO-NH)
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Kriva MMW CS (slika 4.14a) pokazuje jedan Sirok endotermni pik na 93,5 °C zbog gubitka
vode iz hidrofilnih grupa, a potom sledi jedan egzotermni degradacioni proces koji svoj maksimum
dostize pri temperaturi od 306,8 °C [185]. Na krivoj HP GG (slika 4.14), prvi endotermni pik, ¢iji
maksimum se nalazi na 102,8 °C, potice od gubitka vode, dok se drugi slabije izraZzen endotermni pik
oko 330 °C moze povezati sa raskidanjem glikozidnih veza i depolimerizacijom. Dodatni mali
egzotermni pik na oko 320 °C koji verovatno poti¢e od sagorevanja proizvoda degradacije [186]. Na
termogramu NH (slika 4.14b) uocava se $iri endotermni pik oko 100 °C koji, kao i kod ostalih
polimera, predstavlja gubitak vode i jedan egzotermni pik na 239,9 °C koji odgovara termickoj
razgradnji polimera [187]. Odsustvo ostrih pikova, karakteristicnih za kristalne materijale, u
termogramima polimera, te njihovim fizickim smeSama, ukazuje na nekristalnu strukturu [188].

Fizicka smesa OLO i MMW CS (slika 4.12a) ispoljava dva endotermna pika sa maksimumima
na 93,7 °C i 237,3 °C, sto odgovara gubitku vezane vode iz molekula MMW CS i topljenju OLO, uz
dodatno jedan egzotermni pik na 274,2 °C. Promena u izgledu i polozaju endotermnog pika OLO u
fizickoj smesi OLO-MMW CS, koji je sada rasiren i pomeren prema nesto niZim temperaturama,
nastaje kao posledica slabih elektrostatickih interakcija do kojih dolazi izmedu karboksilne grupe
OLO i amino grupe MMW CS. Na slici 4.12b, termogramu fizi¢ke smese OLO-HP GG, izdvajaju
se endotermni pikovi ¢iji se maksimumi nalaze na 80,3 °C i 238,8 °C i jedan egzotermni pik na 248,7
°C. Sli¢no ponasanje se moze uociti i na termogramu fizicke smese OLO i NH (slika 4.12c¢) na kom
je siroki endotermni pik na oko 100 °C koji odgovara gubitku vode iz NH, dok endotermni pik koji
potice od topljenja OLO je sada pomeren na 224,3 °C. Pomeranje i Sirenje endotermnog pika OLO
koji poti¢e od njegovog topljenja, u navedenim fizickim sme$ama nastaje usled slabih interakcija,
verovatno formiranja vodoni¢nih veza, izmedu leka i polimera, $to se moze odraziti na viskozitet
formulacije [189]. Pored toga, slabe elektrostaticke interakcije u smesi OLO i NH verovatno poti¢u
od interakcije amino grupe OLO i karboksilne grupe NH.

Sli¢no ponasanje moze se uociti i u kombinaciji druge lekovite supstance sa istim polimerima.
Na termogramu fizicke smese KF-MMW CS (slika 4.13a) uocavaju se dva endotermna pika na 93,5
°C i 199,7 °C koji poticu od MMW CS i topljenja KF i blagi egzotermni pik na oko 300 °C koji
takode potice od MMW CS. Na slici 4.13b uocava se da termogram fizicke smese KF-HP GG
prikazuje sasvim blagi Siroki endotermni pik oko 100 °C koji potice od HP GG i jedan oStri
endotermni pik na 197,5 °C koji potice od topljenja KF. Na termogramu fizicke smese KF-NH (slika
4.13c) izostaje egzotermni pik koji poti¢e od dekompenzacije polimera, a topljenje KF sada se deSava
pri temperaturi 195,2 °C.

Sve navedene promene koje se mogu primetiti u fizickim smeSama lekovitih supstanci i
odabranih polimera, a koje se ogledaju u pomeranju temperatura topljenja OLO i KF prema nizim
vrednostima i znatno nizim vrednostima entalpija u smesi, nastaju pre svega kao posledica fizickih
interakcija i ne dovode do medusobne inkompatibilnosti [190].

Osnovni pikovi MMW CS, HP GG i NH javljaju se na priblizno istim pozicijama na njihovim
pojedinacnim termogramima i na termogramima njihovih fizickih smesa (slike 4.14a 1 4.14b). Stoga,
moze se zakljuciti da nije doSlo do znaajnih interakcija izmedu ovih polimera koje bi uticale na
njihove fizicko-hemijske ili funkcionalne karakteristike, $to omogucava njihovo kombinovanje u
sastavu ispitivanih formulacija. Posmatrane interakcije izmedu leka i polimera dalje su analizirane
FT-IR spektroskopijom.

4.2.2.2 Infracrvena spektroskopija sa Furijevom transformacijom (engl. Fourier-transform
infrared spectroscopy, FT-IR)

Na slikama (slikama 4.14-4.17) su prikazani FT-IR spektri OLO, KF, koris¢enih polimera i
njihovih fizickih smesa.
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FT-IR spektri model lekovitih supstanci i ispitivanih polimera su u saglasnosti sa spektrima
prikazanim u literaturi. OLO (slika 4.15) je pokazao nekoliko karakteristi¢nih pikova na 2806,4 cm
! usled —C-H istezanja, pik na 2586,67 cm™ nastaje usled —O-H istezanja, a na 1712,67 cm™ kao
posledica prisustva -C=0 iz karboksilne grupe, dok je pik na 2667,43 cm™ povezan sa primarnom
amino grupom [183]. FT-IR spektar KF (slika 4.16) pokazuje karakteristi¢ne pikove oko 3400 cm™
od vibracije istezanja primarne amino grupe —N-H i 1648,65 cm™ od aromati¢ne vibracije istezanja
dvogube veze —C=C-, te slabe trake na 1481,88 cm™ i 1717,41 cm™ od metil i karboksilne grupe
fumarne kiseline. Posmatrajuéi dalje spektar uo¢ava se traka na 1396,45 cm™ od fenolne —O-H grupe,
te —C-H vibracija izvan ravni u supstituisanom etilenskom sistemu (-C=CH- (cis)) na 753,89 cm™
[184].

Dobijeni spektar MMW CS pokazuje apsorpcione trake oko 3289,25 cm™, tipi¢no za —O-H
vibracije i oko 2873,76 cm™ §to odgovara vibracijama —C-H istezanja. Karakteristi¢ne trake koje
odgovaraju amino grupama hitozana nalaze se na 1651,57 cm™ za —C=0 istezanje (amid I), 1563,39
cm™ za —N-H vibracije (amid Il), te na 1374,66 cm™ i 1316,88 cm™ koje poti¢u od amida III [188].
Na FT-IR spektru HP GG apsorpcione trake na 3325,18 cm™ poti¢u od istezanja —O-H grupa, dok se
traka oko 2886,65 cm™ pripisuje —C-H istezanju. Snazna traka na 1022,34 cm™ nastaje zbog —CHa-
O-CH istezanja. Dalje, moze se primetiti da se —C-H savijanje od CH3 (simetri¢no) i —O-H vibracija
u ravni zajednicki pojavljuju na 1376,98 cm™ [186]. NH ispoljava karakteristi¢an apsorpcioni pik na
1606,08 cm™ koji predstavlja asimetri¢nu karbonilnu vibraciju. Frekvencija —C=0 je nesto niza od
one koja je uobicajena za karboksilnu grupu (1780-1710 cm™) zbog rezonancije [191]. Jedna $ira
traka koja se javlja na 3285,36 cm™ poti¢e od —C-H istezanja.

Karakteristi¢ne trake OLO i MMW CS (slika 4.15a) nalaze se na sli¢énim mestima i u spektru
njihove fizicke smese, izuzev pika koji odgovara —C-H istezanju koji se nasao u novom polozaju na
2852 cm™. Apsorpcione trake karakteristiéne za amid II i III blago su pomerene u spektru fizicke
smese OLO-MMW CS (1491,11 cm™ i 1378,99 cm™), a i intenzitet karakteristiénih OLO pikva je
nes$to nizi. Ova razmatranja su u saglasnosti sa rezultatima DSC analize i mogu se pripisati
elektrostatickim interakcijama OLO i MMW CS.

Na slici 4.15b, u spektru fizicke smese OLO-HP GG moze se uociti samo blago pomeranje
trake koja odgovara —O-H istezanju alkoholne grupe HP GG, dok su ostali pikovi OLO i HP GG
pozicionirani na isti nacin kao u pojedinacnim spektrima, Sto potvrduje kompatibilnost OLO 1 ovog
polimera. Takode, u spektru fizicke smese OLO-NH (slika 4.15c) dolazi do neznatnih promena u
poloZaju pikova, te se sada pik koji poti¢e od —C-H istezanja nalazi na 3281 cm, dok je pik sa spektra
OLO koji odgovara—C=0 (1712,67 cm™) istezanju u smesi pomeren na 1662,37 cm™. Uogene blage
promene u spektru fizicke smeSe nastaju samo kao posledica nekovalentnih interakcija, a ne
hemijskih reakcija izmedu lekovite supstance 1 polimera.

Na slici 4.16a se moze uociti da se sve karakteristi¢ne trake KF i MMW CS nalaze u gotovo
identi¢nim poloZajima U spektru fizicke smese KF-MMW CS, §to ukazuje na potpuno odsustvo
medusobnih interakcija i dobru kompatibilnost leka i polimera. Sli€no se uocava i na spektru fizicke
smese KF 1 HP GG (slika 4.16b) gde se primecuju samo blaga pomeranja pojedinih traka i to onih
koje odgovaraju istezanju alkoholne —O-H i —C-H grupe ¢iji novi polozaji su 3336,46 1 2891,13 cm’
! Sve prisutne neznatne promene u spektru fizicke smeSe ukazuju na eventualno prisutne
nekovalentne reakcije. Takode, spektar fizicke smese KF-NH (slika 4.16¢) nema znacajnijih promena
u odnosu na pojedinacne spektre, odnosno svi karakteristi¢ni pikovi koji poticu od KF prisutni suiu
spektru smese. Zbog blizine apsorpcionih traka koje odgovaraju —C=0 iz NH i —C=C iz KF stapaju
se u jednu traku ¢&iji pik se nalazi na 1648,18 cm™. FT-IR spektar fizitke smese MMW CS-HP GG
(slika 4.17a) pokazuje neznatne promene u polozaju apsorpcionih traka za —O-H i —C-H istezanje u
odnosu na same polimere (novi pikovi nalaze se na 3348,03 cm™ i 2871,19 cm™, redom). Pikovi
karakteristi¢ni za amino grupe iz MMW CS, takode ispoljavaju samo blago pomeranje.

Dobijeni rezultati potvrduju rezultate dobijene DSC analizom, da izmedu MMW CS i HP GG
nije doslo do znacajnih interakcija kada se ovi polimeri nalaze u fizickoj smesi. Isto se moze zakljuciti
1 kada je u pitanju kombinacija HP GG sa NH. Posmatraju¢i odvojene spektre HP GG 1 NH na slici
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4.17b, uocava se da su medusobno sli¢ni, a i u spektru fizicke smese nema razlika koje bi ukazale na
eventualno postojanje inkompatibilnosti ova dva polimera.

Prema literaturnim podacima u kojima su razmatrane slicne formulacije bazirane na
polimerima, odsustvo novih pikova nakon dodatka lekovite supstance, ukazuje na kompatibilnost
lekovite supstance i polimera [192, 193]. Sli¢no tome, moze se zakljuciti da su kombinovani polimeri
MMW CS 1 HP GG, te NH i HP GG medusobno kompatibilni, kao i da model lekovite supstance
OLO i KF sa navedenim polimerima ne stupaju u hemijske interakcije koje bi mogle dovesti do
promena u strukturi, fizicko-hemijskim ili funkcionalnim karakteristikama polimera i samih
formulacija.

4.2.3 Povrsinski napon i kontaktni ugao

Izmerene vrednosti povrsinskog napona (o) ispitivanih formulacija kapi za o¢i sa OLO i
referentne formulacije (Opatanol®), predstavljene su u tabeli 4.11. Za uzorke F4OLO i F50LO
povrsinski napon nije bilo moguée izmeriti.

Tabela 4.11. Vrednosti povrsinskog napona, kontaktnog ugla i koeficijenta rasprostiranja ispitivanih
kapi za o¢i sa OLO

Povrs$inski napon Kontaktni ugao ra;?g:{fgi?; s

o = SD (mN/m) 0+ SD (°) (MN/m)
F10LO 54,6 +0,8* 64,5+ 4,1* -31,1*
F20LO 48,9+0,9 47,7 £4,2* -16,1*
F30LO 50,3 + 1,4* 26,8 +2,7* -5,52
F40LO X 324+£23 X
F50L0 X 10,9 + 1,6* X
Opatanol® 43,3+3,3 34,3+6,8 -7,4

*p < 0,05 u poredenju sa referentnom formulacijom

U studiji koju su sproveli Brockman i sar. [194] utvrdeno je da OLO i KF poseduju povrsinsku
aktivnost. Pri tome OLO, za razliku od KF, pokazuje manji afinitet za interakcije sa medupovr§inom
argon/voda, ali i sa fosfolipidnim monoslojem. Dodatno, u navedenoj studiji izmereni maksimalni
povrsinski napon za OLO (koncentracija OLO u rastvoru pufera 5 mM) iznosio je 38 mN/m i bio je
znatno nizi od onog koji je izmeren u prisustvu KF u jednakoj molarnoj koncentraciji (42—45 mN/m)
[194].

Izmerena vrednost povr§inskog napona referentne formulacije (Opatanol®) nalazi se u opsegu
koji odgovara normalnom povrsinskom naponu suzne te¢nosti (40-46 mN/m) [2]. PovrSinski napon
formulacije F20LO ne odstupa zna¢ajno od navedenog opsega verovatno zbog prisustva HP GG
kojoj se pripisuje posedovanje umerene povrsinske aktivnosti [163]. Sa druge strane, formulacije koje
u svom sastavu sadrze MMW CS, polimer za koji se u literaturi navodi da nema izraZzenu povrSinsku
aktivnost [165], imaju nesto visi povrsinski napon, posebno formulacija koja kao jedini polimer sadrzi
MMW CS (F10LO).

U literaturi se navodi da preparati koji se primenjuju na oko, a imaju nizi povrsinski napon od
normalne vrednosti povrSinskog napona suzne te¢nosti, mogu da dovedu do destabilizacije suznog
filma [195], ali i do osecaja neprijatnosti i bola [2]. Nasuprot tome, veliki proj preparata koji se nalazi
na trziStu, a koji su indikovani za terapiju sindroma suvog oka, ima viSi povrSinski napon od
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normalnog napona suzne tecnosti. U studiji koju su realizovali Han i sar. [195], ispitivane su vrednosti
povrsinskog napona oftalmoloskih preparata koji se izdaju bez lekarskog recepta (engl. over the
counter, OTC) sa trzista Velike Britanije [195]. Preparati koji se koriste za terapiju sindroma suvog
oka imali su znatno visi povrSinski napon (65,6—-70,2 mN/m) od normalne vrednosti povrSinskog
napona suznog filma, pre svega radi poboljsanja stabilnosti suznog filma i bolje lubrikacije povrsine
oka. Sli¢no prethodnoj studiji [195], merenjem povrsinskog napona dva preparata tipa vestackih suza
(SU 1 Pro) sa trzista Republike Srbije (tabela 3.4), dobijene su vrednosti 67,05 + 3,80 mN/m za SU,
odnosno 73,50 + 0,10 za Pro mN/m.

Na osnovu navednog, moze se zakljuditi da i formulisane kapi sa OLO imaju zadovoljavajuce
vrednosti povrSinskog napona koje ¢e nakon primene na oku omoguciti odrzavanje stabilnosti suznog
filma.

Slede¢i parametar koji je posmatran radi procene potencijalnog ponaSanja ispitivanih
formulacija nakon primene na oku, jeste merenje kontaktnog ugla. VVrednosti izmerenog kontaktnog
ugla za kapi za oCi sa OLO prikazane su u tabeli 4.11. Najnize vrednosti kontaktnog ugla, statisticki
znacajno nize u odnosu na referentnu formulaciju (p < 0,05), zabeleZene su kod formulacija koje
sadrze kombinaciju HP GG sa MMW CS (F30LO), odnosno HP GG sa NH (F50L0). Znacajno veca
vrednost kontaktnog ugla (p < 0,05) u odnosu na referentnu formulaciju, izmerena je kod formulacija
FIOLO i1 F20LO, dok je formulacija F4OLO imala sli¢an kontaktni ugao kao komercijalni preparat
(p > 0,05).

Poredenje razli¢itih stanja kvasenja obi¢no se vr§i na osnovu posmatranja ravnoteznih
koeficijenata rasprostiranja (S < 0) koji predstavljaju odnos povrsinske slobodne energije i njene
vrednosti potrebne za kompletno kvasenje [196]. Sto je kontaktni ugao manji, to je koeficijent
rasprostiranja veci, ukazuju¢i na lakSe rasprostiranje i1 izraZenije osobine kvasenja upotrebljene
formulacije [142, 197]. Najvisi koeficijent rasprostiranja izracunat je za formulaciju F30LO (-5,5),
a moglo bi se pretpostaviti, na osnovu niske vrednosti kontaktnog ugla, svega 10,9 °, da je koeficijent
rasprostiranja formulacije FSOLO takode nizak. Za uzorak FSOLO (za koga je izmerena najniza
vrednost kontaknog ugla), kao i za uzorak FAOLO, zbog nemoguénosti zadrzavanja kapljice kako bi
se izvr$ilo merenje merenja nije izmeren povrsinski napon.

Na osnovu navedenih rezultata, pre svega niskih vrednosti kontaktnog ugla, ocekuje se da ¢e
navedene formulacije, pored ve¢ istaknutih reoloskih 1 mukoadhezivnih karateristika imati 1 izuzetno
dobra svojstva kvaSenja i rasprostiranja, nakon primene na oku.

Izmerene vrednosti povrsinskog napona ispitivanih formulacija kapi za o¢i sa KF i referentne
formulacije (KFRef), predstavljene su u tabeli 4.12. Kao §to je prethodno navedeno, uocava se da
kapi za oc¢i sa KF imaju znatno viSe vrednosti povrsinskog napona od kapi za o¢i sa OLO zbog
ponasanja same lekovite supstance na medupovrsini faza [194]. VVrednosti povrSinskog napona za
formulisane kapi za o¢i, znacajno su niZze od vrednosti za referentnu formulaciju (KFRef) koja ne
sadrzi polisaharidne polimere (72,7 mN/m) (p < 0,05). Povrsinski napon referentne formulacije je
izrazito visok, iako ova formulacija u svom sastavu sadrzi glicerol za Kkoji je poznato da snizava
povrSinski napon [195]. Na osnovu dobijenih rezultata moze se uociti da se povrSinski napon
ispitivanih formulacija znacajno razlikuje u odnosu na normalni povrsinski napon suzne te¢nosti,
izuzev za formulaciju F5KF. Ovim se jo§ jednom potvrduje izvesna povrsinska aktivnost HP GG
prisutne u ovoj formulaciji, kao i1 u formulaciji F2KF. Analogno rezultatima merenja povrSinskog
napona kapi za oc¢i sa OLO, primecuje se visi povrSinski napon kod formulacija koje sadrze MMW
CS, narocito formulacije F1KF u kojoj se MMW CS nalazi kao jedini polimer. Najvisi povrSinski
napon, sli¢no referentnoj formulaciji (p > 0,05), pokazuje formulacija FAKF koja sadrzi NH kao jedini
polimer ¢ija slabo izrazena povrSinska aktivnost nije dovela do znacajnog snizenja povrSinskog
napona u odnosu na vodeni rastvor (KFRef).

Poznato je da nizi povrSinski napon formulacija, omogucava lakSe kvasenje hidrofobne
povrsine epitela roznjace [142, 168]. Takode, tecnosti koje pokazuju nizi povrsinski napon od
povrsinskog napona suzne te¢nosti, negativno uticu na stabilnost suznog filma [195]. Na osnovu
dobijenih vrednosti povrSinskog napona ispitivanih formulacija kapi za oci sa KF, sli¢no kao kod
kapi za o¢i sa OLO, moZe se zakljuciti da su vrednosti povrSinskog napona prihvatljive za
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oftalmoloske preparate. U skladu s tim, ne ocekuje se da ¢e formulisane kapi dovesti do
destabilizacije suznog filma nakon njihove primene, a oekuju se znatno bolja svojstva kvasenja
hidrofobne povrsine roznjac¢e u odnosu na referentnu formulaciju (KFRef).

Tabela 4.12. Vrednosti povrsinskog napona, kontaktnog ugla i koeficijenta rasprostiranja ispitivanih
kapi za oci sa KF

Oznake Povrsinski napon Kontaktni ugao raslécr)g:'i[?ri;?l?; s
uzoraka o = SD (mN/m) 0+ SD (°) (mN/m)
F1KF 58,1 +0,2* 40,7 £1,4* -14,2*
F2KF 50,4 +6,9* 47,5+ 10,3* -16,3*
F3KF 53,1+0,1* 51,3+0,8 -19,9*
FAKF 69,3+0,4 50,1+12.2 -24,8*
FSKF 49,9 +0,3* 52,1+4,0 -31,1
KFRef 72,7+0,2 55,1+138 -31,1

*p < 0,05 u poredenju sa referentnom formulacijom

Pored povrSinskog napona, izmeren je i kontaktni ugao ispitivanih formulacija i referentne
formulacije (KFRef). Dobijene vrednosti prikazane su u tabeli 4.12.

Izmereni kontaktni ugao ispitivanih formulacija kapi za o¢i bio je nesto nizi u odnosu na
kontaktni ugao referentne formulacije. Statisticki znacajno niza (p < 0,05) vrednost kontaktnog ugla
dobijena je samo za formulacije F1KF (40,7°) i F2KF (47,5°), suprotno rezultatima dobijenim tokom
ispitivanja kapi za o¢i sa OLO, $to jo$ jednom ukazuje na razli¢ito ponasanje ova dva antihistaminika
na medupovrsini vazduh/voda [194].

Dodatno, vrednosti koeficijenta rasprostiranja izracunati su za sve ispitivane formulacije
(tabela 4.11). Koeficijenti S za sve formulacije, izuzev formulacije F5KF, bili su statisticki zna¢ajno
visi (p < 0,05) u odnosu na koeficijent S izracunat za referentnu formulaciju. Ovi rezultati ukazuju
na to da je rasprostiranje navedenih formulacija energetski znacajno povoljnije i da ispitivane
formulacije imaju bolja vlazeéa svojstva od vodenog rastvora KF (KFRef). Stoga, moze se
pretpostaviti da ¢e ove formulacije imati sposobnost brzeg i lakSeg kvaSenja i rasprostiranja, kao i
adhezije za povrsinu roznjace. Sa druge strane, nizi koeficijent rasprostiranja za formulaciju F5KF,
bez statisticki znacajne razlike (p > 0,05) u odnosu na referentni rastvor, verovatno je posledica viseg
viskoziteta ove formulacije koji usporava njeno Sirenje na hidrofobnoj podlozi [142]. Viskozitet i
izrazena mukoadhezivna svojstva vehikuluma koji je koriS¢en za izradu ove formulacije (sadrzi
kombinaciju polimera NH i HP GG) doprinec¢e duzem kontaktu lekovite supstance sa povr§inom
roznjace, Sto bi moglo kompenzovati nesto sporije rasprostiranje formulacije po povr$ini roznjace.

4.2.4 Studija permeabilnosti na HCE-T ¢elijskim modelima

Besmrtna celijska linija humanog epitela roznjace (HCE-T) je najdetaljnije okarakterisana
humana c¢elijska linija za ispitivanje transkornealne permeabilnosti. U ovom istrazivanju, kao §to je
navedeno u odeljku 3.2.2.6, koris¢ena su dva celijska modela (Model | i Il) koji se medusobno
razlikuju u barijernim svojstvima, kako bi se dobio potpuniji uvid u transkornealnu permeaciju model
lekovitih supstanci i uticaj samog nosaca na permeaciju. Ovi celijski modeli predstavljaju staticke
modele epitela roznjace, bez mogucnosti ispiranja izmenom suzne te¢nosti. S obzirom na navedeno,
formulacije primenjene na povrsinu modela ne razblazuju se tokom vremena kao $to je to slucaj u in
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vivo sredini, te su zbog toga celijski modeli znatno osetljivi na potencijalni citotoksi¢ni efekat
ispitivanih formulacija. 1z tog razloga, sprovedeno je preliminarno ispitivanje vijabilnosti Modela I,
za koji postoje podaci iz prethodnih studija o vecoj osetljivosti od Modela II, kako bi se odredili
optimalni eksperimentalni uslovi na modelu na kojem do sada nije testiran sli¢an tip formulacija
[198].

U preliminarnoj studiji, ispitana je vijabilnost Modela I nakon tretiranja ¢elija komercijalnim
preparatom Opatanol® kapi za oc¢i i formulacijama F30LO i FSOLO, kao najkompleksnijim
ispitivanim formulacijama koje sadrze kombinacije polimera, MMW CS/HP GG, odnosno HP
GG/NH. Vijabilnost modela ispitana je primenom MTT testa prema proceduri opisanoj u odeljku
2.3.8, nakon inkubacije sa navedenim kapima za o¢i nerazblazenim, te uz razblazenja pet i deset puta.
Celije inkubirane u HBSS-u koris¢ene su kao kontrola 100% vijabilnosti.

Dobijeni preliminarni rezultati, prikazani na slici 4.18, pokazali su da na ¢elijsku vijabilnost
nisu uticale kapi za o¢i koje su razblazene 10 puta u HBSS-u, tj. nije bilo statisticki znacajne razlike
(p < 0,05) izmedu vijabilnosti ¢elija u ovoj grupi i kontrolnoj grupi (¢elije inkubirane u HPSS-u).
Testiranje 10 puta razblazenih uzoraka je u saglasnosti sa prethodnim studijama na istom [145, 199]
ili slicnom [144] ¢elijskom modelu.
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Slika 4.18. Vijabilnost (%) HCE-T ¢celijskog Modela I odredena primenom MTT testa, nakon
inkubacije sa ispitivanim formulacijama F30LO i F5OLO i Opatanol® kapima za o¢i nerazblazenim
i razblazenim 5 i 10 puta. Celije inkubirane u HBSS pH 5,5 su koris¢ene kao kontrola 100%
vijabilnosti. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost £ SD (n = 6-9) (*p < 0,05 u poredenju sa
kontrolom)

Dodatno, u toku preliminarnih studija izvrSeno je ispitivanje osetljivosti Modela I na prisustvo
pufera pH vrednosti 5,5, kako bi se utvrdio uticaj nesto nize pH vrednosti u odnosu na fiziolosku
vrednost. S obzirom da su ispitivane formulacije imale pH vrednost oko 5,5, za njihovo razblazenje
koriscen je i pufer HBSS iste pH vrednosti. Preliminarni rezultati su pokazali da nije bilo statisticki
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znacajne razlike (p < 0,05) u vijabilnosti ¢elija u monosloju i Modelu I inkubiranih u HBSS pH 5,5
u odnosu na ¢elije inkubirane u medijumu za ishranu (slika 4.19).
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Slika 4.19. Vijabilnost (%) HCE-T monosloja i Modela | odredena MTT testom nakon 2 h inkubacije
u HBSS-u (pH 5,5). Celije inkubirane u medijumu DMEM/F-12 sluzile su kao negativna kontrola.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD (n = 30 i 6 za monosloj, odnosno Model I, redom)

Na pocetku studije permeabilnosti, pre dodavanja ispitivanih formulacija, meren je TEER oba
¢elijska modela, kao mera barijernog integriteta. Merenje TEER-a predstavlja ustaljenu metodu za
analizu ukupnog elektri¢nog otpora ¢elijskog sloja kao mere jaCine uskih meducelijskih veza, koje
okruzuju €elije neposredno ispod njihovih apikalnih povrSina. Ukupan elektri¢ni otpor ¢elijskog sloja
sastoji se od paracelularnog i transcelularnog elektriénog otpora [200]. U idealnim uslovima,
elektri¢ni otpor HCE-T ¢elijskog modela trebalo bi da budei uporediv sa elektriénim otporom sveze
izolovane roznjace [114]. Odnosno, smatra se da HCE-T ¢elijski model ima adekvatna barijerna
svojstva, ako je njegova izmerena vrednost TEER-a iznad 400 Q x cm? [114]. Izmerene vrednosti
TEER-a za HCE-T Model Il (tabele 4.13 i 4.14), pre samog pocetka studije permeabilnosti bile su
ekstremno visoke.

Prethodno je navedeno da su za uzgoj HCE-T ¢elijskih modela koris¢ene polikarbonatne
membrane (Transwell®) dve razlicite veligine pora, 0,4 pm (Model I) i 3 um (Model IT). HCE-T éelije
migriraju kroz membranu veli¢ine pora 3 pum, tako da se Model II sastoji od apikalnog lipofilnog
HCE-T epitelnog monosloja i bazolateralnog lipofilnog monosloja kojeg ¢ine migrirane HCE-T
¢elije. Sa druge strane, Model I ima znacajno manji promer veli¢ine pora i HCE-T ¢elije nemaju
moguénost migracije na bazolateralnu stranu polikarbonatne membrane, ve¢ formiraju apikalnu
epitelnu strukturu na polikarbonatnoj podlozi. Uprkos formiranju viseslojnog epitela koji dobro
odrazava strukturna svojstva epitela roznjace in vivo, merenje TEER-a ukazuje na nedostatak
ekspresije, odnosno disfunkciju meducelijskih tesnih kompleksa, tj. na slabu barijernu funkciju

u odnosu na Model II 1 izolovanu roznjac¢u. Model II ne formira viSeslojnu epitelnu strukturu, koja je
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karakteristi¢na i dobro poznata kod roznjace. Medutim, Model II ima jedinstvene Karakteristike,
bazolateralni lipofilni sloj formiran od migriranih HCE-T celija, koji moze predstavljati dodatnu
barijeru za transport lekovitih supstanci, zapravo oponasa najdublji, endotelni lipidni sloj roznjace
[109, 201]. Dakle, ovako visoke vrednosti TEER-a izmerene kod Modela 11 (tabele 4.13 i 4.14) mogu
se objasniti odrzavanjem c¢vrstih meducelijskih veza izmedu celija apikalnog i bazolateranog
epitelnog lipofilnog monosloja. Preciznije, ranije je utvrdeno da su migrirane ¢elije polarizovane i uz
zadrzavanje meducelijskih spojnih kompleksa, prouzrokuju visoke vrednosti TEER-a [202].

Uzimaju¢i u obzir dobra barijerna svojstva Modela Il (TEER: 14001859 Q x cm?) u odnosu
na Model | (TEER: 93-104 Q x cm?) i izolovanu roznjac¢u (TEER: 542-729 Q x cm?) [201], moze
se zakljuciti da Model II jako dobro odrazava transport leka kroz roznjacu sto je prethodno potvrdeno
I u ex vivo studiji [201]. Ovaj model je adekvatan i za komparativne studije permeabilnosti lekovite
supstance iz razli¢itih formulacija, sa i bez pojacivaca penetracije kao Sto je MMW CS, u ovom
slu¢aju F1IOLO i F30LO, odnosno F1KF i F3KF, jer je poznato da MMW CS utice na slabljenje ili
reverzibilno raskidanje ¢vrstih veza [203]. TEER je meren i tokom studije permeabilnosti na Modelu
111 to na tri pozicije u svakom bunariéu i izraunata je srednja vrednost (n = 9) za svaku formulaciju,
Sto je prikazano na slici 4.20.

Tabela 4.13. Vrednosti prividnih permeacionih koeficijenata (Papp) OLO na HCE-T Ccelijskim
modelima i PAMPA testu

Model | Model 11 PAMPA

Papp (107 cm/s) TEER Papp (107 cm/s) TEER Papp
+ SD (108 cm/s) (Q x cm?) + SD (10 cm/s) (Q x cm?) (107 cm/s)
F10LO 35,1+1,8* 102+5 55+48 1794 + 39 64,6 £ 2,9*
F20LO 143+0,5 104 +5 3,151 1859 + 106 35,9+1,0*
F30LO 204+11 104 + 13 45+55 1792 + 49 69,4 + 3,8*
FA0LO 10,4 £5,0* 103+6 2,7£54* 1808 + 13 76,2 £2,2*
F50L0 10,8 £ 0,2* 101+5 44+41 1780 = 37 81,1+ 3,5*
Opatanol® 194+22 93+8 45+3,1 1400 + 191 437+14

*p < 0,05 u poredenju sa referentnom formulacijom

Difuzija lekovitih supstanci kroz epitelne barijere zavisi od hemijske prirode, veli¢ine i
konformacije molekule, particionog koeficijenta, formiranja vodoni¢nih veza, stepena jonizacije i
drugih faktora. Stepen otpora koji pruzaju pojedini slojevi roZnjace moze da se razlikuje u zavisnosti
od fizicko-hemijskih svojstva koji vladaju pri procesu penetracije [1, 204]. Epitel koji ima lipidnu
prirodu i sastoji se in vivo od pet slojeva epitelnih ¢éelija predstavlja osnovnu barijeru, naro€ito za
difuziju jonskih i relativno hidrofobnih jedinjenja. Hidrofilna stroma predstavlja najznacajniji
ogranicavajuci faktor za difuziju hidrofobnih jedinjenja, §to svakako treba uzimati u obzir pri
tumacenju rezultata dobijenih nakon studije permeabilnosti sprovedene na HCE-T celijskim
modelima koji se iskljuc¢ivo zasnivaju na epitelnom mono- ili visesloju bez prisustva hidrofilne
strome [201].

Znatno viSe vrednosti Papp dobijene za sve testirane formulacije na Modelu I, u odnosu na
one dobijene na Modelu II verovatno poti¢u od znacajno nizih vrednosti TEER-a izmerenih za ovaj
¢elijski model [198]. Vrednosti Papp OLO izracunate nakon studije permeabilnosti na Modelu I su
vise od 2,5 do 6,5 puta u odnosu na odgovarajuce vrednosti Papp koje su dobijene nakon koris¢enja
¢elijskog Modela II (tabela 4.13). U poredenju sa lekovitim supstancama testiranim u prethodnoj
studiji na istim modelima [201], sli¢ne razlike u vrednostima Papp izmedu Modela I i II mogu se
primetiti kod hloramfenikola (~ 4 puta) i deksametazona (3,26 puta) visa vrednost Papp dobijena za
Model I u odnosu na Model II, §to moze ukazati na paracelularni put, kao jedan od najznacajnih
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puteva permeacije ovih lekova. Obe navedene lekovite supstance, hloramfenikol i deksametazon, su
elektroneutralne, bas kao i OLO koji se pri pH vrednosti ispitivanja permeabilnosti (pH 5,5) nalazi u
cviterjonskom obliku. Medutim, OLO pokazuje oko 4 puta, odnosno oko 6 puta, nize vrednosti Papp
na oba modela, verovatno zbog znatno nize lipofilnosti (logDn-oktanolputer PH 7,4 iznosi 0,3) [205] u
odnosu na hloramfenikol (IogDn.-oktanol/puter PH 7,4 iznosi 1,08) [206] ili deksametazon (1ogDn-oktanot/pufer
pH 7,4 iznosi 1,5) [110].

Vrednosti Papp dobijene na Modelu I za OLO imaju sli¢an red veli¢ine kao vrednosti dobijene
u prethodnoj studiji za natrijum-fluorescein (19,4 x 107 cm/s i 26,17 x 107" cm/s), ali smanjenje
vrednosti Papp na Modelu I1 za natrijum-fluorescein je bilo vece od 15 puta. S obzirom da se natrijum-
fluorescein smatra hidrofilnim markerom za paracelularni put permeacije, moze se pretpostaviti da
permeacija OLO pored paracelularnog, ukljucuje i transcelularni put. Tatan mehanizam kojim dolazi
do permeacije lekovitih supstanci kroz epitelnu barijeru nije u potpunosti poznat. Uloga membranskih
transportnih proteina ne moze biti potpuno iskljucena [201]. Nize vrednosti Papp nakon studije
permeabilnosti na Modelu II, mogu se objasniti izrazenijim barijernim svojstvima ovog modela i
znatno viSim vrednostim TEER-a, ¢ak i u odnosu na izolovanu roznjacu. Prac¢enje TEER tokom
studije permeabilnosti na ovom modelu ukazuje na znacajno smanjenje TEER kod svih ispitivanih
prisustvom BAK u svim formulacijama i njegov dobro poznati i dokazani efekat na permeabilnost
lekovitih supstanci kroz izolovanu roznjacu i konjunktivu zeca [203, 207].

Rezultati studije permeabilnosti sprovedeni na oba HCE-T ¢elijska modela pokazuju sli¢an
red opadanja vrednosti Papp, za Model I: FIOLO > F30LO > Opatanol® > F20LO > F5 OLO >
F40LO, s tim da je Papp gotovo jednak za formulacije FAOLO i F50LO; za Model II: F1IOLO >
F30LO > Opatanol® > F50LO > F20LO > F40LO. Oba éelijska modela, bez obzira na razlike u
TEER-u, pokazala su sposobnost da utvrde uticaj pojacivaa penetracije (MMW CS) na
permeabilnost lekovite supstance.

Poznato je da hitozan uti¢e na povecanje transepitelne permeabilnosti usled sposobnosti
reverzibilnog ometanja ¢vrstih veza izmedu epitelnih ¢elija, te bi Model II (visoke vrednosti TEER)
trebalo da ukaze na aktivnost hitozana koja bi se odrazila na vrednost Papp. Medutim, vece razlike u
vrednostima Papp izmedu formulacija koje sadrze i ne sadrze MMW CS u svom sastavu, uocene su
kod Modela I, §to se moZe smatrati jo§ jednom potvrdom da se mehanizam delovanja hitozana kao
pojacivaa penetracije zasniva i na drugim mehanizmima, kao $to je interakcija sa fosfolipidima
¢elijske membrane [37, 38]. Sa druge strane, daleko nize vrednosti Papp za formulacije F4 i F5 na
Modelu I (nizak TEER) verovatno poti¢u od sporije permeacije lekovitih supstanci kroz viSeslojni
epitel.

Ako se dobijeni rezultati uporede sa vrednosc¢u Papp za OLO, objavljenim u permeacionoj
studiji koja je sprovedena na Franz-ovoj difuzionoj ¢eliji uz koriséenje sveze izolovane roznjacée koze,
moze se zakljugiti da su oni za jedan do dva reda veli¢ine nizi u odnosu na tu vrednost (1,36 x 107
cm/s) [88]. Ispitivana formulacija in situ gela sadrzavala je takode pojafiva¢ penetracije,
benzododecinijum-bromid, koji deluje kao surfaktant i poveéava penetraciju OLO, prije svega
transéelijskim putem delujuci na fosfolipidne dvosloje.

Pored toga, uzimajuci u obzir hemijsku prirodu OLO pri fizioloskim pH vrednostima 1 nisku
lipofilnost, ¢elijski modeli koji se zasnivaju samo na jednom ili viSe slojeva epitelnih celija bez
prisustva hidrofilne strome, srediSnjeg sloja roznjace, mogu predstavljati ogranicenu metodu za
predvidanje kornealne permeabilnosti OLO. Dodatno, transportni proteini koji uc¢estvuju u aktivnom
transportu kroz ¢elijske membrane mogu biti funkcionalni i u jednostavnim epitelnim ili sloZenijem
HCE-T c¢elijskim modelima. Medutim, zbog relativno visoke koncentracije OLO, aktivni transport,
cak ako je 1 prisutan, zbog efekta zasi¢enja membranskih transportera, minimalno doprinosi ukupnoj
permeabilnosti, ostavljajuéi pasivnu difuziju kao najzastupljeniji mehanizam. Svakako su neophodne
detaljnije studije u pogledu transportnih mehanizama i pojedinih barijernih struktura modela roznjace
kako bi se u potpunosti razjasnili mehanizmi permeabilnosti ispitivanih lekovitih supstanci kroz
koris¢ene modele [201].

99



2000

1800

—&— Opatanol®
—e—F10LO
—&—F20L0
—v— F30LO
—e— F40LO
—<4—F50L0

1600

1400 +

1200

1000

TEER (Q x cm®)

800

600

400

200

Vreme (min)

b)

2000
1800
1600
1400 +
1200

1000

TEER (Q x cm®)

800

600

400

200

T T T T 1
0 30 60 90 120
Vreme (min)

Slika 4.20. Vrednosti TEER merene tokom eksperimenta permeabilnosti primenom HCE-T ¢elijskog
Modela II za a) testirane formulacije sa OLO 1 b) testirane formulacije sa KF. Rezultati su izrazeni
kao srednja vrednost + SD (n = 6-9)
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Analizom rezultata dobijenih nakon studije permeabilnosti na oba ¢elijska modela (tabela
4.14) uvocavaju se znatno vise vrednosti Papp za KF u odnosu na odgovarajuée vrednosti dobijene za
OLO. Objasnjenje se nalazi pre svega u razlic¢itoj hemijskoj prirodi ove dve lekovite supstance. Kako
je ranije navedeno, KF je baza i pri fizioloSkim vrednostima pH koje su ispod njegove pKa (8,43)
vrednosti, pozitivno je naelektrisan jer prima proton. Pored toga, KF ima izrazeniji lipofilni karakter
i predvidena vrednost logP je dvostruko visa (3,55) u odnosu na logP vrednost OLO (0,75) [91].
Takode, izraCunata vrednost distribucionog koeficijenta (logD) pri pH 5,5 (uslovi ispitivanja), iznosi
1,43 sto je opet dvostruko veca vrednost u odnosu na izracunatu vrednost logD za OLO (0,75) ili
ranije navedeni podatak iz literature za logDn-oktanolputer OLO pri pH 7,4 (0,3).

S obzirom da su dobijene vrednost Papp gotovo ujednacene u studijama permeabilnosti na oba
¢elijska modela, bez obzira na niske ili visoke vrednosti TEER-a, moze se zakljuciti da pasivna
difuzija predstavlja primarni mehanizam penetracije KF kroz ¢elijske membrane. Ranije predstavljeni
literaturni podaci ukazuju da pozitivno naelektrisane molekule pokazuju znatno bolju transkornealnu
permeabilnost u odnosu na negativno naelektrisane jer je roznjaca, pri fizioloskim pH vrednostima
negativno naelektrisana [1, 204]. Uzimajuéi u obzir ranije dobijene rezultate na istim modelima za
timolol koji je takode pozitivno naelektrisan pri vrednostima pH nizim od 9,21, dobijene vrednosti
Papp SU istog reda veli¢ine kao za KF. Dalje, u ex vivo studiji na izolovanoj roznjaci svinje, timolol je
zadrzao znatno vise vrednosti Papp U 0dnosu na ostala ispitivana jedinjenja, a koja su bila neutralna ili
negativno naelektrisana [201].

Kada se posmatraju vrednosti Papp ispitivanih formulacija kapi za o¢i sa KF (tabela 4.14),
moze se primetiti da su medusobno sli¢ne, izuzev F1KF, ¢iji Papp (Model 11) pokazuje statisticki
znacajnu razliku i preko 4 puta je visi u odnosu na vrednosti Papp referentne formulacije. MMW CS
prisutan u F1KF je verovatno uticao na slabljenje ¢vrstih veza izmedu HCE-T epitelnih éelija i
dodatno povecao permeabilnost KF. Sli¢no, kao 1 kod Papp dobijenih za OLO, najniZe vrednosti su
dobijene za F2KF, FAKF i F5KF.

U literaturi se navode razli¢iti podaci za vrednosti Papp u slu¢aju KF. Najéesée su u pitanju
studije koje podrazumevaju primenu ex Vivo izolovane roznjace laboratorijiskih zivotinja. U studiji
koju su realizovali Soltani i sar. [184] izvrSeno je ispitivanje koeficijenta permeacije (Kp, cm/min)
KF iz Eudragit® nanocestica kroz izolovanu roznjacu goveda koriséenjem Franz-ove difuzione ¢elije.
Dobijene vrednosti Kp KF kretale su se u rasponu 1,1-2,9 x 10 cm/min, odnosno 1,1-4,8 x 10
cm/s. Dodatno, ispitivana je permeabilnost KF iz kapi za o¢i koje sadrZze polimerne uguscivace,
polisaharide iz semena tamarinda i hijaluronsku kiselinu, kroz izolovanu roZznjacu zeca [60]. Dobijene
su vrednosti Papp istog reda velicine, i to 1,81 x 10° cm/s za ispitivane kapi za o€i, odnosno 2,46 X
10 cm/s za kontrolni rastvor KF bez polimera. Dakle, razlika u vrednostima Papp objasnjava se time
da upotrebljeni polimeri nisu imali uticaja na permeabilnost KF kroz roznjacu. Dodatak polimera u
formulaciju doveo je do snizavanja transkornealne permeabilnosti, §to je verovatno bio uzrok
smanjenja permeabilnosti i kod ispitivanih formulacija kapi za o¢i F2KF, F4KF i FSKF. Pretpostavlja
se da mukoadhezivna svojstva ovih polisaharida (HP GG i NH, tdovode do pobolj$anja barijernih
funkcija epitela, Sto usporava permeaciju lekovitih supstanci kroz roznjaéu/model roznjace. Doprinos
navedenih polimera u poboljSanju okularne raspolozivosti ogleda se viSe u njihovim
mukoadhezivnim svojstvima i omoguc¢enom produzenom zadrZavanju preparata na mestu primene,
nego u uticaju na penetraciju [60].
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Tabela 4.14. Vrednosti prividnih permeacionih koeficijenata (Papp) KF na HCE-T ¢elijskim modelima
i PAMPA testu

Model | Model 11 PAMPA

Papp (10° cm/s) TEER Papp (10° cm/s) TEER Papp

+ SD (10 cm/s) (Q x cm?) + SD (10 cm/s) (Qxcm?  (10°cm/s)
F1KF 1,7+£0,7 86+3 4,4 +43* 1632 + 19 195+ 4,7*
F2KF 1,2+0,5 98+5 1,0+£09 1842 + 73 15,8 £ 0,5*
F3KF 12+10 854 1,714 1473 + 86 14,4 + 2 5*
FAKF 1,0+ 0,6 67+2 10+19 1620 + 45 13,7 £ 3,5*
F5KF 09+0,3 65+3 0,8+0,3 1593 +7 242+54
KFRef 1,37+£0,6 764 1,0+£05 1654 + 34 250x+34

*p < 0,05 u poredenju sa referentnom formulacijom

4.2.5 Test permeabilnosti na paralelnim ve§tackim membranama (engl. Parallel
Artificial Membrane Permeability Assay, PAMPA)

Rezultati dobijeni sprovodenjem PAMPA testa prikazani su u tabeli 4.13 (OLO) i tabeli 4.14
(KF).

S obzirom na ranije navedenu hemijsku prirodu OLO pri fizioloskim pH vrednostima, koji se
nalazi u cviterjonskom, elektroneutralnom obliku, usled jonizacije i Kkisele i bazne funkcionalne
grupe, te mehanizmima ukljucenim u penetraciju kroz roznja¢u, PAMPA se moze smatrati korisnom
tehnikom za predvidanje permeabilnosti OLO iz kapi za o¢i. Nakon sprovedenog testa PAMPA
dobijene su viSe vrednosti Papp, u poredenju sa odgovaraju¢im vrednostima dobijenim primenom
¢elijskih modela naro¢ito u odnosu na Model 11 (od 11,4 do 27,8 puta viSe vrednosti Papp), Sto je
oc¢ekivano kada se uzmu u obzir visoke vrednosti TEER-a koje karakteriSu ovaj model, odnosno
prisustvo viSeslojnog epitela kod Modela I (od 1,8 do 7,5 puta vise vrednosti Papp). Rezultati dobijeni
primenom PAMPA testa i Celijskih modela nisu bili u korelaciji. Najvece razlike uoc¢ene su kod
vrednosti Papp OLO iz formulacija F4AOLO i FSOLO koje su bile gotovo dvostruko veée u odnosu na
Papp 1z komercijalnog preparata. Obe formulacije u svom sastavu sadrze NH, polisaharidni polimer
koji je na izvestan nacin povecao permeabilnost OLO kroz fosfolipidnu membranu. Na osnovu
literaturnih podataka, moze se pretpostaviti da je NH stupio u interakciju sa fosfatidilholinom u
sastavu vestacke membrane i povecao njegovu propustljivost. U literaturi se sre¢u opreéni podaci
vezani za tumacenje interakcije izmedu hijaluronske kiseline i fosfatidilholina, od obrazovanja
hidrofobnih interakcija i vodoni¢nog vezivanja koje omogucava unakrsno umrezavanje hijaluronske
kiseline [208, 209], do negiranja postojanja interakcija izmedu hijaluronske kiseline i fosfolipidnog
modela membrane [210].

Relativno visoke vrednosti Papp OLO u odnosu na komercijalni preparat mogu se uociti i kada
su u pitanju formulacije koje sadrze MMW CS (F1IOLO i F30LO) sto ukazuje na aktivnost MMW
CS kao pojacivaca penetracije $to je potvrdeno rezultatima dobijenim u obe studije permeabilnosti.
Naime, u literaturi postoje navodi, da hitozan pored sposobnosti reverzibilnog otvaranja i slabljenja
¢vrstih meducelijskih veza, moze povecati permeabilnost kroz ¢elijsku membranu bakterija zbog
elektrostatickih interakcija amino grupe sa fosforil grupama fosfolipidnih komponenata ¢elijskih
membrana [37]. Takode, pokazano je da hitozan dovodi do lokalne distorzije fosfolipidnih lanaca
usled kombinacije elektrostati¢kih, dipolnih i hidrofobnih interakcija [38]. U novijoj sudiji [211] je
utvrdeno da dolazi do umetanja hitozana i posledi¢nog Sirenja fosfolipidnog jednoslojnog filma, sto
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je dosta izrazenije kada je u pitanju sloj anjonskog DPPG (dipalimitoilfosfatidilglicerol) u odnosu na
cviterjonski DPPC (dipalmitoilfosfatidilholin). Do umetanja hitozana dolazi usled interakcije sa
anjonskim grupama $to objasnjava i ¢injenicu zasto hitozan deluje antibakterijski, ali nije toksican za
sisare, jer mehanizam delovanja zavisi od naelektrisanja lipidne grupe.

Rezultati PAMPA testa dobijeni za KF (tabela 4.14) su sli¢no za OLO visi u odnosu na
rezultate dobijene na Modelu I (od 11,5 do 27 puta vise vrednosti Papp), 0dnosno na Modelu Il (od
4,5 do 30 puta vise vrednosti Papp). U oba slucaja razlika je najniza za formulaciju F1KF, a najvisa
za FSKF. Najvisa vrednost Pspp KF dobijena je za referentnu formulaciju, vodeni rastvor bez dodatih
polisaharidnih polimera. U slu¢aju lekovitih supstanci koje pokazuju dobru permeabilnost, prilikom
sprovodenja PAMPA testa, preporuka je da se ispitivane formulacije razblaze, kako bi se odredila
adekvatna permeabilnost lekovite supstance. Ovo se moze objasniti smanjenjem viskoziteta i
relativne koncentracije svih supstanci (lekovite i pomo¢nih) u sastavu kapi za o¢i koje mogu snazno
da uticu na kinetiku propustljivosti vestackih membrana [107]. Sve ispitivane formulacije su, prema
protokolu opisanom u odeljku 3.2.2.7. razblazene PBS-om, uklju¢ujuéi i referentnu formulaciju KF.
Stoga je jasno da ¢e ova formulacija pri PAMPA testu za lekovitu supstancu, kao Sto je KF, ¢iji je
primarni mehanizam permeacije pasivna difuzija, pokazati i najvisu vrednost Papp. Sa druge strane,
razlika u vrednosti Pspp za KF iz formulacije FSKF u odnosu na referentnu formulaciju nije statisticki
znacajna (p < 0,05), te se na prvi pogled ne pronalazi uporiSte u prethodnom objasnjenju jer je u
pitanju formulacija sa najviSom vrednoS¢u viskoziteta, koja sadrzi kombinaciju dva polimera.
Medutim, ako se uzme u obzir da je za izradu navedene formulacije koris¢en vehikulum V14 kod
koga je razblazenje sa VST dovelo do izrazitog pada viskoziteta (tabela 4.2), mogu se objasniti
najvise vrednosti Papp dobijene nakon sprovodenja PAMPA testa, ne samo za KF, nego i za OLO.
Ocigledno je da je dvostruko razblazenje navedene formulacije (FSKF) sa PBS-om izazvalo znacajan
pad viskoziteta, koji je omoguéio brzu difuziju lekovite supstance kroz vestacku membranu. Pored
navedenog, ranije je opisano i postojanje mogucnosti za interakciju NH i fosfolipida iz modela
vestatke membrane, tj. delovanje NH kao blagog surfaktanta [164].

U skladu sa prethodnim literaturnim podacima [107, 212], PAMPA test se moze smatrati
korisnom tehnikom za predvidanje kornealne permeabilnosti u ranim fazama razvoja novih
formulacija, u cilju sporovodenja skrininga i odabira manjeg broja formulacija koje ¢e biti podvrgnute
daljim ispitivanjima primenom specifi¢nijih i selektivnijih metoda. Bez obzira na izostanak potpune
korelacije izmedu studija permeabilnosti sprovedenih na ¢elijskim HCE-T modelima i jednostavnom,
racionalno razvijenom testu, bez prisustva ¢éelija, zasnovanom na primeni samo fosfolipida, dobijeni
rezultati se mogu koristiti u cilju procene uticaja upotrebljenih polimera na permeabilnost lekvitih
supstanci.

4.2.6 Ispitivanje stabilnosti kapi za o¢i sa model lekovitim supstancama

Fizicko-hemijska karakterizacija sprovedena u odgovaraju¢im vremenskim intervalima u
okviru perioda ¢uvanja od godinu dana pri razli¢itim uslovima, imala je za cilj procenu stabilnosti
ispitivanih formulacija kapi za o¢i sa model lekovitim supstancama. Dodatno, sprovodenjem ubraznih
testova, procenjena je stabilnost ispitivanih formulacija pri stresnim uslovima.

Vrednosti ispitivanih parametara u cilju procene stabilnosti pri razliitim uslovima ¢uvanja
navedeni su u tabelama 4.15-4.17.
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Tabela 4.15. Vrednosti ispitivanih parametara za kapi za o¢i u toku 12 meseci ¢uvanja pri ambijentalnim uslovima (22 £+ 2 °C)

Oznaka uzorka

'i Parametar F1IOLO | F20LO | F30LO | F40LO | F50LO F1KF F2KF F3KF FAKF F5KF
Izgled i bistrina Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar
£ [pH 5,0 5,2 5,6 5,6 53 5,0 55 5,6 54 55
:% Osmolalnost (mOsm/kg) 227 261 219 359 378 246 302 291 357 385
'S | Sadrzaj aktivne supstance (%)" 107,21 106,15 111,02 101,13 111,06 108,41 102,03 98,55 99,71 95,94
Viskozitet (na 25 1/s) 81,7 77,6 95,3 77,2 94,2 84,7 81,4 80,8 81,4 56,2
Izgled i bistrina Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar
. | pH 4,8 5,2 5,5 5,5 53 4,8 5,2 54 5,5 53
E) Osmolalnost (mOsm/kg) 226 256 220 352 336 245 299 288 357 377
Sadrzaj aktivne supstance (%)* 100,93 89,62 100,00 | 108,91 99,10 92,25 95,17 108,53 102,03 108,16
Viskozitet (na 25 1/s) 66,9 63,9 89,2 82,6 89,9 77,1 79,1 59,1 41,6 37,6
Izgled i bistrina Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar
_ | pH 51 5,3 5,6 5,6 53 51 5,6 5,6 5,8 5,36
E Osmolalnost (mOsm/kg) 225 256 225 355 379 243 298 285 350 381
Sadrzaj aktivne supstance (%)* 93,46 90,57 98,20 106,93 89,19 X X X X X
Viskozitet (na 25 1/s) 85,9 84,5 81,7 84,6 81,5 87,1 83,5 90,5 75,5 76,0
Izgled i bistrina Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar
. | pH 5,0 52 55 5,6 5,3 5,0 54 55 5,5 5,6
E, Osmolalnost (mOsm/kg) 231 262 228 357 377 247 303 290 356 387
| Sadrzaj aktivne supstance (%)" 94,01 94,62 87,66 98,11 90,00 97,59 92,33 97,35 98,26 99,70
Viskozitet (na 25 1/s) 79,2 82,5 87,7 75,1 86,6 77,2 84,1 87,2 63,6 90,3

*u odnosu na deklarisani sadrzaj (prikazane vrednosti predstavljaju srednju vrednost tri merenja; koeficijenti varijacije bili su manji od 5%)
#u odnosu na inicijalnu vrednost (prikazane vrednosti predstavljaju srednju vrednost tri merenja; koeficijenti varijacije bili su manji od 5%)
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Tabela 4.16. Vrednosti ispitivanih parametara za kapi za o¢i u toku 12 meseci ¢uvanja u frizideru (28 °C)

Oznaka uzorka

=
'; Parametar F1IOLO | F20LO | F30LO | F40LO | F50LO F1KF F2KF F3KF FAKF F5KF
Izgled i bistrina Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar
o | pH 5,0 5,2 5,6 5,6 5,3 5,0 5,5 5,6 54 5,5
£ | Osmolalnost (mOsm/kg) 227 261 219 359 378 246 302 291 357 385
Sadrzaj aktivne supstance (%)” 102,65 109,03 123,01 104,52 114,11 106,67 105,80 117,39 107,82 104,35
Izgled i bistrina Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar
£ | pH 4,9 5,2 54 54 5,3 4,9 54 55 54 54
o | Osmolalnost (mOsm/kg) 228 259 221 355 368 244 300 287 356 379
Sadrzaj aktivne supstance (%)* 101,98 99,08 87,80 94,23 103,51 105,98 109,59 91,36 91,40 91,11
Izgled i bistrina Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar
£ | pH 5,0 5,2 5,5 5,6 54 5,0 5,5 5,6 5,5 5,3
© | Osmolalnost (mOsm/kg) 226 258 226 353 372 242 299 289 350 381
Sadrzaj aktivne supstance (%)* 104,90 95,41 85,37 90,38 94,74 103,26 109,59 103,70 104,84 91,67
Izgled i bistrina Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar
e |pH 51 51 54 55 53 5,0 54 55 54 54
& | Osmolalnost (mOsm/kg) 229 260 222 351 377 243 303 292 352 385
Sadrzaj aktivne supstance (%)* 94,01 98,90 108,70 98,46 107,63 101,90 104,93 92,10 97,04 100,83

“u odnosu na deklarisani sadrzaj (prikazane vrednosti predstavljaju srednju vrednost tri merenja; koeficijenti varijacije bili su manji od 5%)
#u odnosu na inicijalnu vrednost (prikazane vrednosti predstavljaju srednju vrednost tri merenja; koeficijenti varijacije bili su manji od 5%)
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Tabela 4.17. Vrednosti ispitivanih parametara za kapi za o¢i pre i posle sprovedenih $est cikli¢nih izmena temperature

Oznaka uzorka

'i Parametar F1IOLO | F20LO | F30LO | F40LO | F50LO F1KF F2KF F3KF FAKF F5KF
Izgled i bistrina Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar
2 |pH 5,0 5,2 5,6 5,6 5,3 5,0 5,5 5,6 54 55
.S, | Osmolalnost (mOsm/kg) 227 261 219 359 378 246 302 291 357 385
= Sadrzaj aktivne supstance (%)" 107,21 106,15 111,02 | 101,13 111,06 108,41 102,03 98,55 99,71 95,94
~ | Viskozitet (na 25 1/s) 81,7 77,6 95,3 77,2 94,2 84,7 81,4 80,8 81,4 56,2
Izgled i bistrina Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar Bistar
‘,2 pH 4,8 5,2 5,5 5,5 53 4,8 5,2 54 5,5 53
2 | Osmolalnost (mOsm/kg) 224 261 219 359 388 244 303 287 353 383
S | Sadrzaj aktivne supstance (%)* 93,46 108,49 102,70 | 109,90 100,00 98,40 102,84 | 104,41 103,49 108,46
Viskozitet (na 25 1/s) 81,2 81,0 97,3 80,1 52,6 88,2 83,1 81,8 80,9 67,5

“u odnosu na deklarisani sadrzaj (prikazane vrednosti predstavljaju srednju vrednost tri merenja; koeficijenti varijacije bili su manji od 5%)
#u odnosu na inicijalnu vrednost (prikazane vrednosti predstavljaju srednju vrednost tri merenja; koeficijenti varijacije bili su manji od 5%)
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Na kraju perioda ¢uvanja ispitivanih formulacija kapi za oc¢i pri ambijentalnim uslovima
(tabela 4.15) i pri temperaturi 2—8 °C (tabela 4.16) nisu primecene promene u izgledu i bistrini, poput
pojave zamucenosti, precipitacije polimera ili lekovitih supstanci.

Takode, nisu uocene znacajnije promene pH vrednosti i osmolalnosti ispitivanih kapi za o¢i
Cuvanih pri ambijentalnim uslovima u odnosu na inicijalne vrednosti (tabela 4.15). Promene pH
vrednosti bile su u opsegu svega + 3% u odnosu na inicijalne vrednosti, dok su promene osmolalnosti
bile u opsegu £ 2%. Sli¢no tome, izmerene vrednosti pH i osmolalnosti, nakon godinu dana ¢uvanja
pri temperaturi 2—8 °C nisu bile znacajno razli¢ite od inicijalnih vrednosti (tabela 4.16).

Rezultati merenja viskoziteta ispitivanih uzoraka nisu pokazali znacajne promene u vrednosti
posmatranog parametra u toku perioda ispitivanja pri ambijentalnim uslovima (tabela 4.15). Izvesne
promene uocene su samo kod vrednosti viskoziteta uzoraka FAKF 1 FSKF §to se moze objasniti
relaksacijom polimernih lanaca i starenjem polimera u formulacijama [213]. Na kraju perioda
testiranja, sve formulacije su imale vrednosti viskoziteta koje se nalaze u preporu¢nom opsegu za
oftalmoloske preparate (tabela 4.15).

Sadrzaj OLO nakon perioda od godinu dana ¢uvanja pri ambijentalnim uslovima nalazio se u
opsegu 90,00-98,11% (tabela 4.15), §to je u skladu sa zahtevima USP monografije Olopatadine
Hydrochloride Ophthalmic Solution (min. 90,0% i max. 110,0% od deklarisane koli¢ine olopatadina)
[93]. U uzorcima ¢uvanim pri temperaturi 2—8 °C, sadrzaj OLO nalazio se u opsegu 94,01%—-108,70%
(tabela 4.17), sto je takode u skladu sa zahtevima USP monografije.

Sa druge strane, sadrzaj KF nakon 12 meseci ¢uvanja pri ambijentalnim uslovima nalazio se
u opsegu 92,33-99,7% (tabela 4.15), u odnosu na pocetne vrednosti. Nakon ¢uvanja na 2-8 °C,
sadrzaj KF nalazio se u opsegu 92,10-104,93% (tabela 4.16). Na osnovu dobijenih rezultata, moze
se zakljuciti da su sve ispitivane formulacije bile stabilne pri navedenim uslovima ispitivanja.

Nakon sprovedenih sest ciklusa izmene temperature od 2-8 °C do 45°C sa zadrzavanjem na
svakoj temperaturi ne krace od 48 h, izgled, bistrina i boja svih ispitivanih formulacija je ostala
nepromenjena (tabela 4.17). Sli¢no prethodnim uslovima ¢uvanja promene pH vrednosti su se kretale
unutar intervala = 3%, a osmolalnosti + 2% u odnosu na izmerene pocetne vrednosti. Merenje
viskoziteta pre i posle sprovodenja cikli¢nih izmena temperature ukazuje na neznatne promene u
vrednostima prividnih viskoziteta izuzev kod formulacija F5OLO i F5KF, dok su sve formulacije
zadrzale ,,shear thinning“ tip proticanja (slika 4.21). Takode, sadrzaj lekovitih supstanci bio je u
prihvatljivom opsegu: 93,46-109,9% (OLO) i 98,40-108,46% (KF).

Na osnovu sprovedenih studija stabilnosti, moze se zakljuditi da su formulisane kapi za oci
pokazale zadovoljavajucu fizicko-hemijsku stabilnost pri svim uslovima ¢uvanja.
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4.3 REZULTATI TRECE FAZE EKSPERIMENTALNOG RADA

4.3.1 Procena biokompatibilnosti ispitivanih formulacija

Procena biokompatibilnosti formulisanih kapi za o¢i sa OLO i KF izvrSena je prema
standardnoj proceduri, prethodno opisanoj u literaturi [125]. Ovaj protokol podrazumeva da se MTT
test obi¢no izvodi 24 h nakon nanoSenja uzorka na apikalnu povrSinu 3D-HCE-T ¢elija. Period
postinkubacije odabran je kako bi se omogucio oporavak c¢elija u sluc¢aju reverzibilnih citotoksi¢nih
efekata [125]. Test biokompatibilnosti ili druga ispitivanja koja ukljuuju primenu in vitro ¢éelijskih
kultura, obi¢no podrazumevaju nanoSenje ispitivanih supstanci ili materijala koji su prethodno
razblazeni u medijumu za kultivaciju ¢elija ili odgovarajuéem puferu [122].

Slika 4.22. MTT nakon redukcije pod dejstvom mitohondrijalne sukcinat dehidrogenaze

Citotoksi¢nost podrazumeva smanjenje ukupnog broja HCE-T Celija. Nivo prezivljavanja
¢elija (vijabilnost) prati se spektrofotometrijskim merenjem sadrzaja ljubiCasto obojenog rastvora
formazana koji nastaje redukcijom MTT-a, ¢iji je rastvor Zuto obojen. Kako do redukcije MTT-a
dolazi usled delovanja enzima mitohondrijalne sukcinat dehidrogenaze, samo Zzive, metabolicki
aktivne celije mogu da izazovu ovaj efekat koji se ogleda u promeni boje u ljubicastu (slika 4.22)
[122]. Na osnovu ISO standarda, ispitivana supstanca se smatra biokompatibilnom, ako je vijabilnost
¢elija nakon inkubacije > 80% [213, 214].

Na slici 4.23. su prikazani rezultati MTT testa nakon inkubacije HCE-T celijskih Modela I i
Il ispitivanim formulacijama kapi za o¢i sa OLO (a) i KF (b). Na vijabilnost ¢elija znacajno je uticala
inkubacija sa svim formulacijama, kako ispitivanim, tako i referentnim, kada je za procenu
vijabilnosti koris¢en Model II, koji je, kao §to je ranije navedeno, sacinjen od monosloja epitelnih
HCE-T C¢elija. Sa druge strane, nakon sprovedenog MTT testa na Modelu I kojeg ¢ine epitelne HCE-
T Celije poredane u vise slojeva, sve ispitivane formulacije pokazale su zadovoljavajucu vijabilnost
¢elija (> 80%).

U slu¢aju formulacija koje sadrze OLO (slika 4.23a), doslo je do znacajnog smanjenja
vijabilnosti ¢elija nakon njihovog izlaganja formulacijama F20LO (85,9 + 5,3%, n = 6) i FAOLO
(87,9 £ 6,3%, n = 6). Nesto niZze smanjenje vijabilnosti ¢elija, ali i dalje statisticki znacajno razli¢ito
od kontrolne grupe inkubirane u HBSS-u (p < 0,05) zapaZeno je nakon inkubacije ¢elija sa
formulacijom F1OLO (90,5 *+ 4,5% n = 9). Razlika u vijabilnosti ¢elija u odnosu na kontrolu, nije
bila statisticki znacajna (p > 0,05) nakon inkubacije ¢elija sa formulacijama F30LO 1 FSOLO (96,9
+ 3,4%, n =9; 100,7 £ 6,2%, redom).
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Slika 4.23. Vijabilnost (%) HCE-T ¢elijskih Modela I i II odredena primenom MTT testa, 24 h
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5,5 su kori$éene kao kontrola 100% vijabilnosti. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost +

SD. *p < 0,05 u porecenju sa kontrolom
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Interesantno je da je prezivljavanje ¢elija u ve¢em procentu bilo nakon inkubacije sa formulacijama
najslozenijeg sastava, tj. formulacijama OLO koje su sadrzavale kombinacije dva polimera u odnosu
na formulacije koje su u svom sastavu imale pojedinac¢ne polimere. Kombinacije polimera MMW CS
i HP GG, te HP GG i NH, pokazale su nizi citotoksi¢ni potencijal, odnosno potpuno odsustvo
citotoksi¢nosti, u odnosu na svaki polimer individulano.

Visok nivo vijabilnosti HCE-T c¢elija postignut je nakon inkubacije sa formulacijama kapi za
o¢i sa KF (91,6 £ 3,5% — 99,9 + 3,6%). Vijabilnost ¢elija se znacajno razlikovala (p < 0,05) u odnosu
na vijabilnost kontrolne grupe ¢elija, samo nakon inkubacije sa formulacijom F1KF (91,6 £ 3,5%, n
= 6), ali i dalje je imala zadovoljavaju¢u vrednost (> 80%). Sli¢no prethodnim rezultatima, veoma
nizak citotoksi¢ni potencijal pokazale su formulacije koje su u svom sastavu imale kombinacije
polisahardinih polimera, 95,5 + 3,6% (n = 6) za F3KF, odnosno 99,2 + 3,7% (n = 6) za F5KF.

Zadovoljavajuce nizak citotoksi¢ni efekat kori§¢enih polisaharidnih polimera u saglasnosti je
sa ranijim rezultatima predstavljenim u literaturi. In vitro (HCE ¢elije roznjace i NHC-IOBA c¢elije
konjunktive) i in vivo studije u kojima su ispitivane razli¢ite formulacije u kojima je kao
mukadhezivni polimer koris¢en hitozan, pokazale su odsustvo iritacije ili vidljivih nepozeljnih
promena u morfologiji epitela roznjace ili konjunktive [32, 215]. Takode, zadovoljavajuca vijabilnost
¢elija dobijena je nakon tretiranja modela epitela roznjace baziranog na CEPI 17 ¢elijskoj liniji,
vestackim suzama koje su sadrzavale HP GG [54]. Visestruka pozitivna svojstva NH, odnose se ne
samo na visok stepen hidratacije, lubrikacije i izrazene mukoadhezivne karakteristike, nego i na dobru
podnosljivost i odsustvo moguéih nezeljenih iritacionih ili citotoksi¢nih efekata, §to je potvrdeno
ve¢im brojem in vitro i in vivo studija [49, 216, 217]. Primenom formulacija koje su sadrzavale
razli¢ite koncentracije NH na 3D model zasnovan na ARPE-19 ¢elijskoj liniji, ili na izolovane
epitelne ¢elije svinjske roznjace, dobijeni nivo vijabilnosti prelazio je 100% Sto se objasnjava boljim
uslovima za proliferaciju ¢elija zbog velike sposobnosti polimera da zadrzava vodu [49, 173].

Dobijeni rezultati studije biokompatibilnosti sprovedene na jednom i drugom celijskom
modelu su u potpunosti razlic¢iti (slika 4.23). Moze se zakljuciti da je klju¢ni korak za dobijanje taénih
i reproduktivnih rezultata odabir odgovarajuceg in vitro ¢elijskog modela. Jo$ jednom je potvrdeno
da kompleksni viSeslojni HCE-T ¢celijski model (Model I) uspesno oslikava stvarne fizioloske
karakteristike povrSine oka [199]. Uzimajuéi u obzir ¢injenicu da Model Il predstavlija samo
ograniceni deo tkivne strukture, ¢ineci ga tako izuzetno osetljivim modelom, njegova podloznost
citotoksi¢nosti ne moze da osigura dobijanje relevantnih rezultata. Ovom zakljucku u prilog ide i
izrazito visoka citotoksi¢nost komercijalnih preparata kapi za o¢i sa OLO i KF (vijabilnost ¢elija <
30%). Zbog toga, prilikom kori§¢enja Modela II u razli¢itim studijama, ispitivane formulacije koje
se bezbedno mogu primeniti, moraju biti razblazene u odnosu na primenu u in vivo sistemu [173,
218].

Sa druge strane, vijabilnost ¢elija tretiranih komercijalnim kapima za oc¢i sa OLO (101,8
4,1%, n = 9), odnosno sa KF (102,3 + 2,6%, n = 9) ukazuje na veliki zna¢aj Modela I kao relevantne
alternativne metode za procenu biokompatibilnosti novih formulacija oftalmoloskih preparata u
ranim fazama razvoja.

4.3.2 Rezultati in vivo studije procene efikasnosti formulisanih kapi za o¢i

Dobijeni rezultati fizicko-hemijske karakterizacije, te studija permeabilnosti i
biokompatibilnosti ukazali su na povoljne karakteristike formulacija koje sadrze kombinacije
polimera, MMW CS i HPGG (F3OLO i F3KF), odnosno kombinaciju HPGG i NH (F50LO i F5KF).
Odgovarajuce fizicko-hemijske i funkcionalne osobine, izraZen sinergizam kombinacije polimera na
reoloSke i mukoadhezivne karakteristike, odsustvo citotoksicnosti, bili su osnovni kriterijumi za
odabir formulacija za pretklinicku in vivo studiju procene efikasnosti u suzbijanju svraba i
potencijalno bola izazvanih primenom histamina na oku miseva.

Studija je sprovedena primenom testa svraba oka u kojem se histamin koristi kao pruritogen
(paradigma akutnog alergijskog konjunktivitisa), za koji je poznato da ima dobru translacionu
vrednost za ispitivanja na povrSini oka imajuci u vidu sli¢nosti sa humanom okularnom patologijom,
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ali i neinvazivnost i niske troskove izvodenja [129, 219]. Za ispitivanje alergijskog konjunktivitisa
trenutno se najcesce preporucuju misevi (ukljucujuci i CS7BL/6 soj), zbog Cega je studija izvedena
upravo na ovom animalnom subjektu [134, 220].

Primenjeni histamin u donju konjunktivalnu vre¢icu miseva, indukovao je specifican
bihejvioralni odgovor, koji je kvantifikovan kao 17,1 + 1,2 epizoda ¢eSanja i 11,15 £+ 1,1 epizoda
trljanja zadnjom i prednjom ipsilateralnom Sapom, redom (slike 4.24 i 4.25). Rastvara¢ za histamin
(PBS) izazvao je minimalan broj ¢eSanja/brisanja pokreta (nije prikazano). Skup brzih pokreta
zadnjom Sapom kao odgovor na ukapavanje histamina, smatra se senzacijom svraba kod glodara $to
bi bila paradigma oslobadanja histamina iz imunoloskih ¢elija konjunktive u alergijskom
konjunktivitisu kod ljudi. Svrab koji se javlja na oku je patognomoni¢ni simptom alergijskog
konjunktivitisa, ali 1 osec¢aj bola moze biti prisutan ili izazvan snaznim grebanjem roznjace koja je
izuzetno osetljiva na bolne podrazaje [129]. Nociceptivno ponasanje se manifestuje kod glodara
blagim pokretima trljanja oka prednjom ipsilateralnom Sapom, ali je manje izraZzeno u poredenju sa
ponasanjem koje odrazava senzaciju svraba. Dobijeni rezultati su u skladu sa ranijim podacima o
svrabu i blagim nocioceptivnim senzacijama koje proizvodi jonoforetski pimenjeni histamin kod ljudi
[221].

Da bi se ispratio uticaj kombinacija polimera kao nosaca na intenzitet i duzinu trajanja
antipruritusnog i antinociceptivnog dejstva okularnih antihistaminika, svi tretmani su aplikovani u tri
vremenske tacke, 15, 60 i 120 minuta pre ukapavanja histamina. Obe ispitivane formulacije kapi za
o¢i sa OLO, kao i komercijalni preparat (Opatanol®) ostvarili su statisticki znacajno smanjenje
epizoda &esanja (Opatanol®: 8,9 + 1,4, 8,7 + 2i 8,3 + 1 nakon 15, 60 i 120 minuta, redom; F30LO:
7%£13,41+1i11%+0,4nakon 15, 60 i 120 minuta, redom; F50LO: 6+ 1,3,53+1,2i69+ 1,2
nakon 15, 60 i 120 minuta, redom) i trljanja (Opatanol®: 6,3 + 0,6, 5,8 + 0,8 i 5,1 + 0,6 nakon 15, 60
i 120 minuta, redom; F30LO: 4 +£0,3,6 £ 0,51 3,9 £ 0,6 nakon 15, 60 i 120 minuta, redom; F50LO:
46+0,8,49%12i6+0,9nakon 15, 60 i 120 minuta, redom) kod miseva. Ispitivane formulacije
kapi za o¢i sa OLO ostvarile su izrazenije antipruritusno dejstvo u odnosu na komercijalni preparat,
s tim da je statisticki znacajna razlika zabelezena samo kod F3OLO (primenjen 120 min pre
ukapavanja histamina) (slika 4.24a). Antinociceptivno dejstvo novoformulisanih okularnih preparata
je bilo izraZenije (15 min) ili poredbeno (60 i 120 min) sa komercijalnim preparatom (slika 4.24b).

Sve formulacije KF (ispitivane i referentna) pokazale su statisticki znac¢ajan antipruritusni i
antinociceptivni efekat. Odgovarajuce srednje vrednosti epizoda ¢eSanja iznose: 9,6 £ 1 (15 min), 13
+2,9 (60 min) i 13,3 + 2,7 (120 min) za KFRef; 9,7 + 1,5 (15 min), 6,1 + 1,1 (60 min) i 2,9 £ 1 (120
min) za F3KF; 2,8 £ 1,4 (15 min), 4,1 £ 1 (60 min) i 4,6 £ 0,8 (120 min) za F5KF. Odgovarajuce
srednje vrednosti epizoda trljanja iznose: 5,4 £ 1 (15 min), 7,3 £ 1,1 (60 min) i 8 + 1,2 (120 min) za
KFRef; 5,1 + 0,4 (15 min), 4,8 £ 0,7 (60 min) i 3,8 £ 0,7 (120 min) za F3KF; 3,8 £ 0,4 (15 min), 5,8
+ 0,6 (60 min) i 3,6 £ 0,7 (120 min) za FSKF. Obe kombinacije polimera su zna¢ajno potencirale
intenzitet 1 duZinu trajanja antipruritusnog dejstva KF, $to se moze zakljuciti na bazi postojanja
statisti¢ki znacajne razlike u broju epizoda ¢esanja izmedu novih i komercijalne okularne formulacije
u sve tri vremenske tacke, kao 1 opadanja efikasnosti komercijalnog preparata po primeni 60 1 120
min pre ukapavanja histamina (slika 4.25a). Slican odgovor, ali manje izraZen, zabeleZen je i pri
pracenju antinociceptivnog efekte ispitivanih formulacija KF (slika 4.25b).

Kombinacije polimera kori$¢ene u pripremi novih okularnih formulacija OLO i KF su
zahvaljujuci povecanju viskoziteta 1 mukoadhezivnim svojstvima doprinele duzem zadrzavanju 1
produzenom vremenu isporuke lekovite supstance usled cega je zabelezeno duze trajanje
antipruritusnog dejstva, posebno kod formulacija sa KF. Dodatno, biopolimeri su verovatno doprineli
poboljsanoj penetraciji lekovitih supstanci do mesta delovanja, usled ¢ega je zabeleZeno potenciranje
pre svega antipruritusnog dejstva, takode naglaSenije kod formulacija sa KF. ZabeleZena
antinociceptivna svojstva koja su naglasenija kod novih formulacija OLO i KF mogla bi da budu od
potencijalnog klinickog znacaja u smislu smanjenja incidencije/intenziteta bola u oku, koji se
prijavljuje kao jedno od najce$¢ih nezeljenih efekata komercijalnih preparata ovih okularnih
antihistaminika.
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Slika 4.24. Efekti kapi za o¢i sa olopatadinom (OLO), referentni preparat Opatanol® i odabrane nove formulacije F30LO i F50LO, na histaminom-
izazvano a) ¢eSanje i b) trljanje oka miseva zadnjom i prednjom Sapom, redom. Kolone predstavljaju srednju vrednost grupe + statisticka greska srednje
vrednosti (n = 7—13). Statisticka analiza je sprovedena primenom dvofaktorske analize varijanse (ANOVA) pra¢enom Tukey post hoc testom (**p <
0,01, ***p < 0,001 u poredenju sa kontrolnom grupom; ##p < 0,01 u poredenju sa referentnom formulacijom)
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Slika 4.25. Efekti kapi za o¢i sa ketotifenom (KF), referentni preparat KFRef i odabrane nove formulacije F3KF i FSKF, na histaminom-izazvano a)
ceSanje 1 b) trljanje oka miSeva zadnjom i1 prednjom Sapom, redom. Kolone predstavljaju srednju vrednost grupe + statisticka greska srednje vrednosti (n
= 7-13). Statisticka analiza je sprovedena primenom dvofaktorske analize varijanse (ANOVA) pracenom Tukey post hoc testom (*p < 0,05, **p < 0,01,
*#%*p < 0,001 u poredenju sa kontrolnom grupom; #p < 0,05, ###p < 0,001 u poredenju sa referentnom formulacijom)
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5.ZAKLJUCAK






Zakljucak prve faze eksperimentalnog rada

> U toku preliminarne faze ispitivanja odabran je najpogodniji postupak izrade vehikuluma za
oftalmolosku primenu sa razli¢itima polisaharidnim ugusé¢ivacima: hidroksietilceluloza (HEC),
hipromeloza/hidroksipropilmetilceluloza (HPMC), niskomolekulski i srednjemolekulski hitozan
(LMW CS i MMW CS), hidroksipropil guar guma (HP GG) i natrijum-hijaluronat (NH).
Postupak izrade podrazumevao je pripremu osnovnih rastvora polimera meSanjem odgovarajuce
koli¢ine polimera u delu preciséene vode. ZavrSna faza izrade vehikuluma podrazumevala je
podesavanje pH vrednosti za vehikulume koji sadrze hitozan u opsegu 5,5-5,9, a za preostale
vehikulume u opsegu 6,6-7,4. U eksperimentalnu fazu ukljuceno je ukupno 14 vehikuluma koji
su u svom sastavu imali jedan ili kombinaciju dva polimera iz grupe derivata celuloze (HPMC i
HEC), potom hitozan (LMW i MMW), NH i HP GG.

» Na osnovu ispitivanja fizicko-hemijskih i1 funkcionalnih karakteristika vehikuluma sa
polisaharidnim polimerima, izvrSena je selekcija vehikuluma koji su imali odgovarajuée osobine
za oftalmoloske preparate. Dobijeni rezultati ukazali su na postojanje sinergistickog efekta
polimera na viskozitet, reoloske i mukodhezivne karakteristike, koji omogucava upotrebu
izradenih vehikuluma kao lubrikanasa u otklanjanju simptoma sindroma suvog oka.

» U preliminarnim fazama istrazivanja, izvr$eno je merenje molekulskih masa koris¢enih polimera.
Dobijeni rezultati su pokazali da HP GG ima znatno nizu molekulsku masu od MMW CS,; a
izrazito visi doprinos viskozitetu vehikuluma.

» U ovoj fazi je izvrSena procena izgleda i bistrine, kao kriti¢nih parametara u proceni kvaliteta
oftalmoloskih preparata i zakljuceno je da su vehikulumi sa visim procentima HP GG (> 0,5%,
m/V) bili blago do potpuno opalescentni 1 beli¢asto obojeni i zbog toga su iskljuceni iz daljih
ispitivanja. Preostali vehikulumi su zadovoljavali navedene parametare kvaliteta.

» Reoloskom karakterizacijom izvrSena je procena uticaja pojedinac¢nih polimera na viskozitet
vehikuluma. lIzvrSen je odabir odgovaraju¢ih koncentracija pojedina¢nih polimera koji su
koris¢eni u kombinacijama (HEC-HP GG, MMW CS-HP GG, NH-HP GG). Sve ispitivane
kombinacije polimera pokazale su pozitivan reoloski sinergizam. Izmerene vrednosti prividnih
viskoziteta vehikuluma koji su u svom sastavu imali dva polimera bile su znacajno vise u odnosu
na vehikulume koji su sadrzavali pojedina¢ne polimere u odgovaraju¢im koncentracijama. Pored
toga, ispitivani vehikulumi su pokazali vremenski zavisno (engl. shear thinning) proticanje koje
karakteriSe nizak viskozitet pri viSim brzinama smicanja 1 vi$i viskozitet pri nizim brzinama
smicanja. Vehikulumi odgovarajuceg viskoziteta, poseduju svojstvo duzeg zadrzavanja preparata
na mestu primene i zahvaljujuéi svojstvima upotrebljenih polimera, ofekuje se da ¢e ispoljiti
lubrikantni efekat.

» U ovoj fazi izvrSena je i procena reoloskog ponaSanja ispitivanih vehikuluma u simuliranim
fizioloSkim uslovima, meSanjem sa veStackom suznom tecno$¢u. Svi vehikulumi su zadrZzali
vremenski zavisno proticanje. Kod vecine vehikuluma doslo je do zna¢ajnog snizenja vrednosti
viskoziteta nakon razblazenja. Do statisti¢ki znacajnog povecéanja vrednosti prividnih viskoziteta
doslo je kod vehikuluma koji su u svom sastavu imali HP GG, odnosno NH. Analogno ponasanje
uoteno je kod komercijalnih preparata (Systane Ultra® Lubricant i Proculin® Tears) sa
polimerima iz iste grupe, ali bez statisticki znacajnog poveéanja viskoziteta.

» Nakon sprovedene sterilizacije parom (15 minuta na 121 °C i 101,3 kPa) ispitivanih oftalmoloskih
vehikuluma, rezultati fizicko-hemijske karakterizacije ukazali su da ovo nije pogodna metoda
sterilizacije. Istovremeni uticaj toplote i zasicene vodene pare uzrokovao je znacajne promene u
vrednostima prividnih viskoziteta, verovatno zbog uticaja na strukturu polimera. Dodatno,
sprovedeni proces sterilizacije je uticao na bistrinu vehikuluma sa hitozanom.
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» Preliminarno ispitivanje stabilnosti izradenih vehikuluma u trajanju od 28 dana, koji predstavlja
uobicajeni rok upotrebe oftalmoloskih preparata nakon otvaranja, ukazalo je na zadovoljavaju¢u
fizicko-hemijsku stabilnost bez znacajnih promena u izgledu, bistrini, pH vrednosti vehikuluma i
tipu teCenja, ali sa promenama vrednosti prividnih viskoziteta vehikuluma u odnosu na inicijalne
vrednosti, pri ¢emu promene nisu bile zna¢ajne kod svih vehikuluma (V13).

> lIspitivanjem uticaja odabranih polimera na povrsinsku aktivnost, utvrdeno je da HP GG i NH
pokazuju izvestan sinergisticki efekat sa upotrebljenim konzervansom (benzalkonijum-hlorid), u
snizavanju povrSinskog napona. Izmerene vrednosti povrSinskih napona konzervisanih
vehikuluma bile su nesto nize od fizioloskih vrednosti povrSinskog napona suznog filma. Ovo
predstavlja pogodnu karakteristiku ispitivanih lubrikanasa u smislu ublaZzavanja simptoma
sindroma suvog oka, s obzirom da se ovo stanje povezuje sa poviSenim vrednostima povrs§inskog
napona na medupovrsini vazduh/suzna tecnost.

» Primenom razli¢itih in vitro metoda u proceni mukoadhezivnih karakteristika ispitivanih
vehikuluma, utvrden je znacaj poznavanja mehanizma interakcije razli¢itih polimera i mucina jer
od toga zavisi i odabir odgovarajuée metode ispitivanja. Zbog koriSéenja i procene
mukoadhezivnih karakteristika razli¢itih polimera, kao i njihovih kombinacija, primenjene su tri
razli¢ite metode. ReoloSka metoda procene mukoadhezivnih karakteristika omogucila je
odredivanje intenziteta i tipa interakcije izmedu ispitivanih polimera i mucina. Oscilatornom
reoloskom analizom utvrdeno je da dolazi do fizickog preplitanja polimernih lanaca i
glikoproteinskih lanaca mucina i stvaranja slabih vodoni¢nih veza izmedu ukrStenih lanaca.
Najbolje mukoadhezivne karakteristike pokazali su ispitivani vehikulumi sa NH, potom
kombinacije HP GG sa MMW CS i HP GG sa NH.

> Nakraju prve faze ekspermentalnog rada, na osnovu dobijenih rezultata, odabrani su vehikulumi
sa lubrikantnim svojstvima, odgovarajucih karakteristika za oftalmoloske preparate koji su dalje
kori$éeni za izradu kapi za o¢i sa model lekovitim supstancama iz grupe antihistaminika. Odabir
vehikuluma je izvrSen na osnovu bistrine, odgovaraju¢ih vrednosti viskoziteta, sinergistickih
reoloskih i mukoadhezivnih svojstava. Odabrani vehikulumi sadrzavali su kombinacije HP GG
(0,25%, m/V) sa MMW CS (0,5%, m/V), odnosno kombinaciju HP GG (0,25%, m/V) sa NH
(0,4%, m/V) i navedene pojedinacne polimere u odgovarajuéim koncentracijama (ukupno pet
razli¢itih vehikuluma).

Zakljucak druge faze eksperimentalnog rada

» Na pocetku druge faze primenom DSC i FTIR tehnika utvrdeno je odsustvo znacajnih hemijskih
interakcija u fizickim sme$ama model lekovitih supstanci (olopatadin i ketotifen) i polimera.
Zakljuéeno je da su odabrane lekovite supstance kompatibilne sa polimerima prisutnim u
odabranim vehikulumima. Primefene promene na termogramima fizickih smesa lekovitih
supstanci i polimera, u smislu pomeranja karakteristi¢nih pikova i snizavanje vrednosti entalpija
koje odgovaraju topljenju lekovitih supstanci, mogu se pripisati iskljuc¢ivo elektrostatickim
interakcijama izmedu suprotno naelektrisanih funkcionalnih grupa i formiranju vodoni¢nih veza.
Sve navedeno potvrdeno je i analizom FT-IR spektara. Takode, analiza fizickih smesa
kombinacija polimera pokazala je da nije bilo znacajnih interakcija izmedu polimera u smesi koje
bi uticale na njihove fizicko-hemijske ili funkcionalne karakteristike, $to omogucéava njihovo
nesmetano kombinovanje u izradi ispitivanih formulacija.

» Analizom rezultata dobijenih merenjem povrsinskog napona, ugla kvasenja i racunanjem
koeficijenta rasprostiranja, zakljuceno je da ¢e sve formulacije pokazati lakSe kvaSenje i brze
rasprostiranje na povrSini roznjate U odnosu na referentne formulacije. Nize vrednosti
povrsinskog napona, ugla kvaSenja i posledi¢no viSe vrednosti koeficijenta rasprostiranja u
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odnosu na referentne formulacije, ukazuju na dobra svojstva rasprostiranja. Izuzetak predstavlja
formulacija koja sadrzi kombinaciju HP GG i NH, za koju se smatra da se nesto sporije rasprostire
zbog viseg viskoziteta, ali mukoadhezivna svojstva i visi viskozitet ¢e omogudéiti duze
zadrzavanje ove formulacije na povrsini oka i produzen kontakt lekovite supstance sa povrSinom
oka.

» Primenom razli¢itih savremenih ¢elijskih (HCE-T) i bezcelijskih (PAMPA) modela uspesno je
izvrSena procena permeabilnosti model lekovitih supstanci kroz celijske membrane. Svi
primenjeni modeli do sada nisu kori$¢eni za sli¢an tip formulacija, tako da je u poc¢etnim fazama
ispitivanja permeacije izvrSeno niz preliminarnih studija kako bi se utvrdili optimalni uslovi
ispitivanja u pogledu potrebnog razblazenja formulacija, vremena inkubacije i ispitivanja,
posebno na veoma osetljivim ¢elijskim modelima zasnovanim na ¢elijskoj liniji humanih
epitelnih ¢elija roznjace.

> Na osnovu dobijenih rezultata zakljuceno je da su odabrani odgovarajuci uslovi ispitivanja jer su
rezultati bili uporedivi sa prethodno dobijenim rezultatima na istim modelima. ViSe vrednosti
koeficijenta permeacije o¢ekivano su dobijene za KF (red veli¢ine 10° cm/s) u odnosu na OLO
(red veli¢ine 107 cm/s) na svim modelima, zahvaljujuéi izraZzenijem lipofilnom karakteru ove
lekovite supstance. Na svim modelima formulacije sa hitozanom su imale viSe koeficijente
permeacije u slucaju obe model supstance, najverovatnije zbog uticaja hitozana na slabljenje
¢vrstih veza izmedu HCE-T epitelnih Celija i interakcije hitozana sa fosfolipidima celijske
membrane, $to je dovelo do pobolj$anja penetracije lekovitih supstanci.

» Formulacije ispitivanih kapi za o¢i bez hitozana u sastavu, imale su sli¢ne ili nize koeficijente
permeacije u odnosu na referentne formulacije. Pretpostavlja se da su adhezivna svojstva ovih
polisaharida dovela do poboljsanja barijernih funkcija epitela, $to je usporilo penetraciju lekovitih
supstanci kroz model roznjace. Doprinos navedenih polimera u poboljSanju okularne
raspolozivosti ogleda se vise u njihovim mukoadhezivnim svojstvima i omoguéenom
produzenom zadrZavanju preparata na mestu primene, nego u uticaju na penetraciju.

> Na osnovu dobijenih rezultata za prividne koeficijente permeacije (35,9-81,1 x 107 za OLO i
13,7-25,0 x 10”° za KF), primena PAMPA testa se moZe smatrati korisnom tehnikom predvidanja
permeabilnosti lekovitih supstanci kroz roznjac¢u u ranim fazama razvoja oftalmoloskih preparata.

> Rezultati studije stabilnosti koja je sprovedena u trajanju od godinu dana pri razli¢itim uslovima
Cuvanja ispitivanih formulacija (temperature: 2—8 °C i 22 + 1°C), pokazali su da su sve ispitivane
formulacije imale zadovoljavajucu fizicko-hemijsku stabilnost. Dodatno, ispitivanje stabilnosti
ubrzanim testom (tzv. stres studija) sprovedena cikli¢nim izmenama temperature, potvrdila je
dobijene rezultate dugoro¢nog ispitivanja stabilnosti.

Zakljucak trece faze eksperimentalnog rada

» Studije biokompatibilnosti sprovedene na Modelu I, zasnovanom na HCE-T c¢elijskoj liniji,
pokazale su zadovoljavaju¢i nivo vijabilnosti ¢elija (> 80%) S§to ukazuje na nizak nivo
citotoksi¢nosti ispitivanih formulacija.

> Vijabilnost c¢elija bila je ve¢a nakon inkubacije sa formulacijama najslozenijeg sastava, tj.
formulacijama koje su sadrzavale kombinacije polimera u odnosu na formulacije koje su u svom
sastavu imale pojedina¢ne polimere. Nizi Citotoksi¢ni potencijal kombinacija polimera MMW CS
1 HP GG, te HP GG i NH u odnosu na pojedinac¢ne polimere predstavlja jo§ jednu prednost
pozitivnog sinergizma, kada se koriS¢enjem minimalnih koncentracija polimera u kombinaciji
postizu maksimalni efekti.
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» U in vivo studiju procene efikasnosti u suzbijanju simptoma alergijskog konjunktivitisa,
izazvanog primenom histamina na oku miSeva, uklju¢ene su formulacije koje su u sastavu
sadrzavale kombinacije polisaharidnih polimera. Kao referentne formulacije koris¢ene su kapi za
oc¢i sa OLO 1 KF dostupne na trzistu, bez polimernih ugus¢ivaca u sastavu. U slucaju OLO,
ispitivane formulacije (kombinacije MMW CS-HP GG i NH-HP GG) dovele su do statisti¢ki
znaCajnog smanjenja broja epizoda CeSanja zadnjom (antipruritusno delovanje) i prednjom
(antinociceptivno delovanje) $apom, nakon primene histamina u donju konjunktivalnu vrecicu
miSeva. IzraZenije antipruritusno dejstvo u odnosu na komercijalni preparat ostvarila je
formulacija OLO koja sadrzi kombinaciju MMW CS-HP GG biopolimera, te se namece kao
potencijalno dobar nosa¢ za OLO za okularnu primenu.

> Statisticki znacajno antipruritusno i antinociceptivno delovanje postignuto je i sa formulacijama
KF. U slucaju KF, obe kombinacije polimera su povecale efikasnost i duzinu trajanja
antipruritusnog efekta KF, zahvaljuju¢i povecanju viskoziteta i izraZzenim mukodhezivnim
osobinama, ali i povecanju penetracije do mesta delovanja. Na bazi ovih rezultata, obe
kombinacije polisaharidnih polimera bi mogle da se razmotre kao potencijalno novi nosaci za
oftalmolosku primenu KF.
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9.1 1ZJAVA O AUTORSTVU

H3jaBa 0 ayTopcTBY

Nme u ipe3ume aytopa Amnhenka Paunh
bpoj uanekca 39/13

HU3zjaBbyjem
J1a je TOKTOpCKa JucepTalyja moj HacJI0BOM

», IloaucaxapuaHu MYKOQJIXE€3MBHH BEXHMKYJIYMH Ka0 HOCAYH 32 JIEKOBHTE CYIICTAHIIE U3
rpviue¢ aHTuxXuCcTaMuHHMKA 34 Od)TaHMOJIOIIIKV NPUMEHY

® pe3yJTaT COINCTBEHOI UCTPAKUBAYKOT paja;

" a aucepTraldja y UeNMHM HHU y JIeJIOBUMa HHje Oujla mpelyioKeHa 3a CTHIAme ApYyre
JTUTUIOME TIpeMa CTYIH]CKAM IIPOrpaMruMa JIPYTrUX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA,

® 1a Cy pe3yJITaTh KOPEKTHO HABEJICHU U

Jla HECAaM KPIIIMO/JIa ayTOPCKa NpaBa ¥ KOPUCTUO HHTEIICKTYaTHy CBOjJUHY JPYTHX JIUIIA.

V¥ Beorpany, 01.10.2021.
oTnuc aytopa
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DOKTORSKOG RADA

H3jaBa 0 MCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3uje
JTOKTOPCKOT paja
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IpUMeHy*
MenTop mpod. ap Jlannna Kpajurmank

U3jaBspyjeM na je mTammaHa Bep3dja MOT JOKTOPCKOT paJa MCTOBETHA E€IEKTPOHCKO] BEP3WjU KOjy cam

Mpeiao/ma paau MoxXpamuBama y JIMruTasHoM peno3utopujymy YHuBep3urtera y beorpany.

Jlo3BospaBaM fja ce 00jaBe MOjH IMYHHU TTOIAIM BE3aHH 32 T0OHjame akaJeMCKOT Ha3uBa JOKTOpa HayKa, Kao

LITO Cy UME U Npe3uMe, TOJNHA U MECTO polera 1 JaTyM og0paHe paja.

OBM JHYHM TOAALK MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEKHUM CTpaHHMIIAMa JAUTHTATHE OUOIHOTEKe, Y €IeKTPOHCKOM

KaTtayory u y nmyonukanujama YHausep3ureta y beorpamy.

¥ Beorpany, 01.10.2021.
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1. AyropcrBo. J[03BosbaBaTe yMHOXKaBambe, TUCTPUOYLIU]Y U jaBHO CAOIIITABAE JIelia, U Pepaje,
aKo ce HaBeJe MMe ayTopa Ha Ha4MH ojpeleH o] cTpaHe ayTopa WM JaBaola JIMIEHIE, YaK U Y
KoMmepiujanHe cepxe. OBO je Hajcino00AHM]ja O] CBUX JIUIICHIIN.

2. AyTopcTBO — HeKoMepuujaaHo. Jlo3BospbaBaTe YMHOXKaBamwe, AUCTPUOYIIH]y W jaBHO
caoIIITaBame Jeia, U pepajie, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH opel)eH o7 CTpaHe ayTopa WilH
naBaona aunene. OBa JIMIEHIIa He T03B0JbaBa KOMEPIHjaIHy ynoTpely aena.

3. AyTopcTBO — HeKOMepLHjaaHO — 0e3 npepajaa. /[o3BosbaBaTe YMHOXKABAE, TUCTPUOYIIH]Y H
jaBHO caomIITaBame Jiena, 6e3 MPOMEeHa, MPEOOINKOBaka WK yroTpeOde Jesia y CBOM eIy, aKo ce
HaBeJle UMe ayTopa Ha HauuH ojpeleH o cTpaHe ayTropa WiM jaaBaoua juieHne. OBa JUICHIIAa He
JI03BOJbaBa KOMEPIIMjAIHY yIIOTpeOy nena. Y OJHOCY Ha CBE OCTaje JIUIICHIIE, OBOM JIUIICHIIOM CE
orpannyaBa HajBehu oO6um mpaBa kopunthema aena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIHjAJIHO — AeJTUTH MO UCTUM ycjoBuMa. J[03BoJbaBaTe yMHOXKABAbE,
TUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAOIIITaBame Aelia, U Mpepajie, ako ce HaBeIe UMe ayTopa Ha HauuH ojpehen
0J1 CTpaHe ayTopa WJIM JaBaola JUIEHIIE U aKO ce Ipepaaa AucTpuOynpa 1noja UCTOM WM CIMYHOM
munenoM. OBa JIHMIIEHIA He 103B0JbaBa KOMEPIUjaliHy yIIoTpeOy Jena u npepaja.

5. AyropcrBo — 0e3 mpepana. J[o3BosbaBaTe yMHOXAaBambe, AUCTPUOYLIUjY M jaBHO CAONIITABAE
nena, 0e3 MpoMeHa, IPeoOINKOBamka WK YIOTpeOe Jiesia y CBOM JIelly, aKO Ce HaBe/Ie MMe ayTopa Ha
HauuH ojpeheH of cTpaHe ayTopa WM JaBaola juueHne. OBa JUIEHLa J03B0/baBa KOMEPLHjaIHY
ynotpeOy nena.

6. AyTOpCcTBO — JIeJIMTH MO UCTUM yCJI0BUMA. J[03BOJbaBaTEe YMHOKABAKE, TUCTPUOYIIH]Y H JaBHO
CaoIIITaBamkEe JeNIa, U Mpepajie, ako ce HaBe/le MMe ayTopa Ha HauuH ofpel)eH o]l cTpaHe ayTopa WiH
JlaBaolia JUIICHIIEC ¥ aKO CE Ipepajia JUCTPUOyHpa Mo UCTOM WU CIUYHOM JiniieHIIoM. OBa JTUIeHIIa
J03BOJbaBa KOMEPLIMjalTHy ynoTpeOy nena u npepana. Cnudna je copTBepCKuM JIMeHIIaMa, OJHOCHO
JUIEHIIaMa OTBOPEHOT KO/a.
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