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1. UVOD

Gljivicne infekcije, iako uglavnom nisu smrtonosne, ¢esto su neugodne i smanjuju
kvalitetu Zivota zaraZene osobe. Klotrimazol ima Sirok spektar antimikoti¢kog djelovanja, no
problem klotrimazola kao aktivhog farmaceutskog sastojka (engl. Active Pharmaceutical
Ingredients, API) lijeka je njegova slaba topljivost u vodi. Koliko je topljivost veliki problem
za farmaceutsku industriju ukazuje ¢injenica da je skoro 90 % molekula u razvojnom procesu
slabo topljivo u vodi (Kalepu i Nekkanti, 2015) Sto ogranic¢ava njihovu biodostupnost. Stoga,
da bi neka molekula postala u¢inkovit lijek potrebno je odabrati odgovarajuce otapalo za
formulaciju, koje ¢e ocuvati djelatna svojstva API-ja, a ujedno biti sigurno za primjenu kod
pacijenata.

Znacajan napredak u svijetu Zelene kemije je otkrice niskotemperaturnih eutekti¢kih
otapala (engl. Deep Eutectic Solvents, DES). DES nastaje kompleksacijom izmedu kvartarne
amonijeve soli kao akceptora vodikove veze i donora vodikove veze (amin, Secer, alkohol ili
karboksilna kiselina) u odredenom molarnom omjeru, §to rezultira Smanjenjem tocke taliSta
smjese u usporedbi s pojedina¢nim komponentama, ¢ime se dobiju smjese tekuce na sobnoj
temperaturi. Osim povoljnog ekoloskog profila, priprema DES-a je jednostavna, a sirovine su
jeftine, sigurne, niskotoksi¢ne i biorazgaradive. DES-0vi su proucavani kao alternativna otapala
za otapanje API-ja, jer se na temelju dosadasnjih istrazivanja ocekivalo da ¢e omoguditi
poboljSanje njihove topljivosti 1 permeabilnosti, $to u konacnici rezultira povecanjem
biodostupnosti ili povecanom terapijskom uéinkovitosti lijekova. Takoder, DES-ovi se mogu
koristiti za rjeSavanje nezeljenih pojava poput polimorfizma ili degradacije API-ja koje su
takoder izazov prilikom formulacije lijeka (Nguyen i sur., 2021).

Cilj ovog rada je sinteza i odabir najboljeg niskotemperaturnog eutektickog otapala za
stvaranje formulacije s klotrimazolom kao aktivnim farmaceutskim sastojkom. Topljivost
klotrimazola u DES-u biti ¢e predvidena pomoc¢u rac¢unalnog programa COSMOtherm, a zatim
i eksperimentalno provjerena primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (engl.
High Performance Liquid Chromatography, HPLC). Stabilnost formulacije pri razli¢itim
temperaturama tijekom vremena pratit ¢e se spektrofotometrijski. Nadalje, ispitat ¢e se bioloski
uc¢inak pripremljene formulacije na HaCaT stani¢nu liniju te odrediti stupanj permeabilnosti
kroz umjetnu membranu (engl. Parallel Artificial Membrane Permeability Assay, PAMPA).
Na temelju dobivenih rezultata donijet ¢e se zaklju¢ak o moguénosti primjene DES-a za
dobivanje nove formulacije lijeka s klotrimazolom sa ciljem poboljsanja njegove

biodostupnosti.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ZELENA KEMUA | ZELENA OTAPALA

Ubrzan razvoj, osim napretka, rezultira i znacajnim gubitcima prirodnih resursa nasega
planeta. Zelena kemija ima sve ve¢u ulogu u provedbi pravila odrZivog razvoja za sprjeavanje
ili smanjenje oneciS¢enja okoliSa uzrokovanog tehnoloskim procesima, uz istovremeno
povecanje prinosa proizvodnje (Kudlak i sur., 2015). Zelena kemija relativno je novo podrucje
usmjereno stvaranju kemijskih inovacija, uz istovremeno ispunjenje okolis$nih i ekonomskih
ciljeva. Definira se kao dizajn kemijskih proizvoda i procesa za smanjenje ili uklanjanje
uporabe i stvaranja opasnih tvari. Dvanaest principa Zelene kemije (Tablica 1) uveli su Paul
Anastas i John Warner 1998. godine, sto je rezultiralo stvaranjem programa i vladinih inicijativa
0 Zelenoj kemiji diljem svijeta. To je vodeci okvir za dizajn novih kemijskih proizvoda i
procesa koji se primjenjuje na sve aspekte zivotnog ciklusa procesa, od koriStenih sirovina do
ucinkovitosti 1 sigurnosti transformacije, toksi¢nosti i biorazgradivosti koriStenih proizvoda 1

reagensa (Anastas i Eghbali, 2010).
Tablica 1. Dvanaest principa Zelene kemije

12 PRINCIPA ZELENE KEMIJE

1. Prevencija 5. Koristenje sigurnih 9. Kataliza
otapala i drugih tvari
2. Ekonomija atoma 6. Ucinkovito koristenje 10. Dizajniranje razgradivih
energije proizvoda
3. Manje opasne kemijske 7. Uporaba obnovljivih 11. Smanjnje onecis¢enja
sinteze sirovina prac¢enjem procesa u stvarnom
vremenu
4. Dizajniranje sigurnijih 8. Smanjivanje derivatnih 12. Odgovarajuca razina
kemikalija procesa sigurnosti kemikalija za

sprijecavanje nezgoda i nesre¢a

Otapala su neophodna u industriji i eksperimentalnoj grani prirodnih znanosti, a jedno
od kljucnih pitanja Zelene kemije odnosi se na razvoj ekoloski prihvatljivih otapala koja ¢e
smanjiti ili potpuno zamijeniti upotrebu opasnih organskih otapala (Kudlak i sur., 2015).
Procjena je da otapala ¢ine oko 60 % svih industrijskih emisija i 30 % svih emisija hlapivih
organskih tvari u cijelom svijetu (Cvjetko Bubalo i sur., 2015).

U mnogim industrijskim procesima velike se koli¢ine hlapivih 1 zapaljivih organskih
otapala koristi u razli¢itim reakcijskim sustavima i koracima odvajanja koji definiraju veliki dio
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ckoloske i ekonomske performanse procesa (Cvjetko Bubalo i sur., 2015). Brojni kemijski
procesi jos uvijek Koriste stetna otapala, a neke zemlje ¢ak i poveéavaju njihovu potro$nju zbog
niskih cijena i dostupnosti (Clarke i sur., 2018). Prema Gu i Jerome (2013) nisko vreliste
organskih otapala poZeljno je zbog lakSe izolacije proizvoda, a reciklacija destilacijom na
niskim temperaturama izbjegava razgradnju termicki osjetljivih proizvoda. Otapala s niskim
vrelistem Su ekoloski i sigurnosno problemati¢na zbog skladistenja, zapaljivosti i izloZenosti
radnika parama otapla. Podrucje Zelene kemije pokazalo je kako je moguée osmisliti proizvode
I procese nove generacije tako da budu isplativi, a povoljni za zdravlje ljudi i okoli$ (Anastas i
Eghbali, 2010), no mnogo je stvari za rijesiti prije nego novo otapalo ude u industrijsku
primjenu, kao $to su cijena, dostupnost, Cistoca, propisi, odlaganje, postupci recikliranja te
troskovi (Clarke i sur., 2018).

Idealno bi bilo razviti proces bez otapala, no to je izazovan zadatak zbog problema kao
§to su viskoznost, ograniCenje prijenosa mase, taliSte reaktanata, kontrola egzotermnosti
reakcije te izolacija i procis¢avanja proizvoda (Gu i Jerome, 2013). Stoga je predloZena
strategija razvoja zelenih otapala kao zamjene za otapala dobivena iz nafte s otapalima iz
obnovljivih izvora, te zamjena opasnih otapala s onima koja pokazuju bolja okolisna,
zdravstvena i sigurnosna svojstva (Cvjetko-Bubalo i sur., 2015). Gu i Jerome (2013) predlozili
su 12 kriterija koje bi zelena otapala trebala ispuniti vezano za njihovu dostupnost, cijenu,
mogucnost recikliranja, stupanj Cistoce, Sintezu, toksi¢nost, biorazgradivost, performanse,
stabilnost, zapaljivost, skladiStenje i obnovljivost.

Voda je sigurno, jeftino i dostupno otapalo, a prikazuje zanimljiva svojstva koja se ti¢u
reaktivnosti: neuobicajena selektivnost, utjecaj vodikovih veza na reakcijsko ponasanje,
podesiva pH vrijednost, upotreba soli za u¢inak usoljivanja ili isoljivanja i primjena dvofaznih
reakcijskih sustava. Nedostaci su temperaturno ogranic¢en raspon tekuceg stanja i znacajan
toplinski kapacitet, zbog ¢ega su destilacijski procesi energetski zahtjevni. Velika potrosnja
energije tijekom postupka odvajanja vode od nehlapljivog reakcijskog proizvoda ili neéistoca,
zahtjeva odabir drugog otapala (Hackl i Kunz, 2018).

Prema Clarke i sur. (2018) neotericka otapala polako se integriraju u industrijske
procese zbog prednosti nad organskim ili vodenim otapalima. Pojam neoteric¢ko otapalo odnosi
se na nove vrste otapala ili starijih materijala koji pronazale novu primjenu kao otapala (Wilkes,
2002), a tu pripadaju niskotemperaturna eutekti¢ka otapala, ionske kapljevine, tekuci polimeri,
superkritiéni ugljikov dioksid, otapala ekspandirana plinom i zamjenjiva otapala. Broj

objavljenih publikacija govori o vaznosti ionskih kapljevina i niskotemperaturnih eutektic¢kih



otapala kao vaznog otkri¢a u podruc¢ju Zelene kemije, a intenzivno se istrazuju nove moguc¢nosti

njihove primjene, ukljucujuci proizvodnju lijekova i medicinu (Kudlak i sur., 2015).

2.1.1. Eutekticka otapala

2.1.1.1. Svojstva eutektickih otapala

Broj otapala koja su u skladu sa strogim zahtjevima Zelene kemije je ograni¢en, no
niskotemperaturna eutekticka otapala, koja se prema nekima smatraju ¢etvrtom generacijom
ionskih kapljevina, relativno su novo otkrice. S obzirom da DES ukljucuje i neutralne molekule
pitanje je mogu li se svrstati u ionske kapljevine ili ne (Kudlak i sur., 2015). Prema Cvjetko
Bubalo i sur. (2015) DES je nova generacija otapala nastala kompleksacijom izmedu akceptora
vodika (kvartarna amonijeva sol) i nenabijenog donora vodikove veze (amin, Secer, alkohol ili
karboksilna kiselina). Kombinacijom u odredenom molarnom omjeru dolazi do delokalizacije
naboja koje je odgovorno za smanjenje taliSta smjese u odnosu na temperature taliSta poc¢etnih
komponenti. Kudlak i sur. (2015) kao primjer navode kombinaciju dviju krutih tvari: uree (Tu
=133 °C) i kolin klorida (Tcnci= 302 °C) u molarnom omjeru 2:1. Kao rezultat, dobiva se
tekuca smjesa temperature talista 15 °C. Na Slici 1 nalazi se prikaz dvokomponentnog faznog
dijagrama. Osim niske temperature taliSta, DES-ovi su nisko hlapljivi, nezapaljivi te se
ponasaju kao tekucine u Sirokom rasponu temperature, pokazuju kemijsku i toplinsku
stabilnost, biorazgradivost i nisku toksi¢nost, priprema im je jednostavna, a komponente koje

¢ine DES su jeftine i lako dostupne (Emami i Shayanfar, 2020).

$ 1, ’

tekucina

A + tekuéina ..
B + tekucina

=

EUTEKTICKA TOCKA

TEMPERATURA

Krutina A + Krutina B

A MOLARNI UDIO KOMPONENTE B B

Slika 1. Prikaz eutekticke tocke dvokomponentnog (A + B) faznog dijagrama; Ta: temperatura
taliSta komponente A; Tg: temperatura taliSta komponente B; AT: idealna tocka taliSta smjese

(Smith i sur., 2014)



S obzirom da kemijska sinteza spoja ukljucuje jednu ili vise kemijskih reakcija izmedu
reaktanata kako bi se dobio produkt, a priprema DES-a je jednostavno mijesanje donora i
akceptora vodikove veze, ispravnije je re¢i da se DES-ovi pripremaju, a ne sintetiziraju. Metode
pripreme DES-a su: metoda zagrijavanja i mijeSanja, metoda liofilizacije, metoda vakuum
evaporacije, metoda bruSenja, metoda istiskivanja s dva vijka, metoda mikrovalnog zracenja te
metoda ultrazvuka (Farooq i sur., 2020). S obzirom na komponente koje se koriste za pripremu,
razlikujemo Cetiri vrste DES-a (Tablica 2). Ve¢ina DES-ova su hidrofilni, no mogu se
pripremiti i hidrofobni DES-ovi ¢ime se znacajno proSiruje moguénost njihove primjene (Pena-
Pereira i la Calle, 2019). Teoretski, moZe se pripremiti vise od 10® varijacija ovih otapala
(Radovi¢ i sur., 2021), a optimizacija svojstava otapala moze se posti¢i uvodenjem trece

komponente, na primjer vode (Emami i Shayanfar, 2020).

Tablica 2. Vrste niskotemperaturnih eutektickih otapala (Kudlak i sur., 2015)

VRSTA OPIS PRIMJER
TIP | metalna sol + organska sol ZnCl; + kolin klorid

TIP II hidrat metalne soli + organska sol CoClz x 6H20 + kolin klorid
TIP I organska sol + donor vodikove veze  kolin Klorid + urea

TIP IV metalna sol + donor vodikove veze ZnCl, + urea/etilen glikol/acetamid

DES pokazuje umjerenu do izrazito visoku viskoznost, ovisno o koriStenim
komponentama za njegovu pripremu. Visoka viskoznost pripisuje se jakim vodikovim vezama
izmedu komponenata DES-a, ali i elektrostatskim i van der Waalsovim interakcijama. Primjena
vrlo viskoznih DES-ova nije prakti¢na zbog slabog prijenosa mase i topline (Pena-Pereirai la
Calle, 2019). Prema Zhang i sur. (2012) kolin Klorid:etilen glikol ima zna¢ajno manju
viskoznost od DES-ova koji sadrze $ecer (npr. ksilitol, sorbitol) ili karboksilnu Kiselinu (npr.
malonska kiselina). Takoder, povecanjem molarnog omjera kolin klorid:glicerol, viskoznost se
smanjuje. Prema Pena-Pereira i la Calle (2019) dobivanje manje viskoznih hidrofilnih DES-ova
moze se posti¢i dodavanjem vode. Osim na viskoznost, prisutnost vode utje¢e na polaritet i
gusto¢u dobivenih DES-ova. Molekule vode se mogu apsorbirati u molekularnu mrezu bez
utjecaja na difuziju iona, no prisutnost vode iznad 50 % potiskuje interakcije izmedu
komponenti DES-a §to znacajno utje¢e na njegova fizikalno-kemijska svojstva. Dakle, na
viskoznost DES-a utjece kemijska priroda komponenata, temperatura, udio vode te slobodni
volumen (Zhang i sur., 2012). Polarnost ne odreduje samo dodatak vode, veé¢ i vrsta

komponenata koje ¢ine smjesu. Eutekticke smjese na bazi organskih kiselina su najpolarnije,



zatim smjese na bazi aminokiselina, a smjese na bazi Secera i polialkohola su najmanje polarne
(Dai i sur., 2013).

Prema Zhang i sur. (2012) ve¢ina DES-o0va, zbog relativno visoke viskoznosti, pokazuje
loSu ionsku vodljivost. Opcenito, vodljivost se povecava kako temperatura raste jer se
viskoznost smanjuje. S obzirom da promjena omjera organska sol:donor vodikove veze utjece
na viskoznost, utjece i na vodljivost. PovrSinska napetost DES-a ima sli¢an trend kao i
viskoznost jer strogo ovisi o jacini interakcija medu molekulama koje tvore DES. Vecina DES-
ova ima gusto¢u vecu od vode. Dodatak kolin klorida glicerolu smanjuje gusto¢u DES-a, no
eksperimentalna mjerenja gusto¢e u ovisnosti o temperaturi teSko je provesti. Naravno,
prednost DES-a je ta da se fizikalno-kemijska svojstva mogu podesiti promjenom prirode
kvaterne amonijeve soli i donora vodikove veze, sto omogucuje pripremu otapala za specificne
namjene.

Kompleksacijom primarnih  metabolita ili bio-obnovljivih sastojaka poput
aminokiselina, SeCernih alkohola, SeCera 1 organskih Kiselina nastaje prirodno
niskotemperaturno eutekticko otapalo (engl. Natural deep eutectic solvents, NADES) (Zainal-
Abidin i sur., 2019). Niz primarnih metaboli¢kih tvari (Seceri, aminokiseline, kolin i neke
organske kiseline) tvore unutarstani¢ne eutekticke smjese koje pruzaju stanici treu vrstu
otapala, potpuno razli¢itu od lipida i vode, nazvane NADES (Choi i sur., 2011). Spoznajom da
primarni metaboliti biljaka mogu promijenili svoje stanje iz krutog u tekuce kada su pomijesani
u odgovaraju¢em omjeru rezultiralo je otkricem vise od 100 NADES-a iz prirode (Dai i sur.,
2013). Studije su dale popis sastava ovih smjesa kao i njihove molarne omjere (Choi i sur. 2011;
Dai i sur., 2013).

Prirodni DES-ovi obecavaju kao otapala zbog biorazgradivosti, niske toksi¢nosti i
sposobnosti kemijskog otapanja razli¢itih spojeva, ukljuujuéi spojeve netopive u vodi, kao i
makromolekule (npr. DNK, $krob, hitin i bjelan¢evine) (Lu i sur., 2016). Kovacs i sur. (2020)
navode druga dobra svojstva NADES-a kao $to su niska hlapivost, zapaljivost i cijena te
prilagodljivost fizikalno-kemijskih svojstava jednostavnom promjenom vrsta komponenata ili
njihovog molarnog omjera. Takoder, priprava NADES-a se ostvaruje sa 100 % ekonomijom
atoma, koja je mjera ucinkovitosti provodenja kemijskog postupka u smislu svih ukljuc¢enih
atoma i Zeljenih proizvedenih proizvoda. Najveéi potencijal DES-a i NADES-a je njihova
primjena kao dizajnerskih otapala, odnosno kao sustava ¢ija se svojstva jednostavno mogu

prilagoditi prema Zeljenoj primjeni.



2.1.1.2. Toksicnost eutektickih otapala

Za primjenu DES-a u industriji, ispitivanje toksikoloskog profila nuzno je za procjenu
njegove sigurnosti prilikom primjene te utjecaja na zdravlje ljudi i okoli$ (Hayyan i sur., 2015).
DES i NADES opcenito se smatraju netoksi¢nima jer komponente koje ih ¢ine su ve¢inom same
netoksi¢ne, no tu pretpostavku je ipak potrebno ispitati zbog moguce toksi¢nosti kao rezultat
sinergijskog djelovanja, koji je definiran kao uéinak dvije ili viSe tvari, entiteta, sredstava ili
¢imbenika, koji je veéi od zbroja njihovih pojedinac¢nih u¢inaka (Hayyan i sur., 2013a). Studije
toksi¢nosti DES-a ispitane su na vodenim organizmima, bakterijskim stanicama, humanim
stani¢nim linijama te su provedene in vivo studije na glodavcima, iako su i drugi organizmi,
poput stanica gljiva, biljaka, beskraljeznjaka i riba takoder spomenuti u literaturi (Nguyen i sur.,
2021).

Prema Florindo i sur. (2014) najc¢e$ée sintetizirani DES-ovi su na bazi kolin klorida zbog
niske cijene i toksi¢nosti, biorazgradivosti i biokompatibilnosti. Ispitan je toksi¢an i
citotoksi¢an u¢inak DES-a na bazi kolin klorida (Hayyan i sur., 2013a) i na bazi metil-trifenil-
fosfanijevog bromida (MTPB) (Hayyan i sur., 2013b) na bakterije Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa te larve ra¢i¢a Artemia
salina. Samo je DES na bazi MTPB pokazao inhibirni u¢inak na razvoj bakterija. A. salina bila
je osjetljivija na djelovanje DES-ova, ukazujuci na pojavu sinergije, odnosno da DES ima vecu
citotoksi¢nost od njegovih individualnih komponenti. No, smrtnost ra¢i¢a moze biti i uc¢inak
drugih ¢imbenika poput niske dostupnosti kisika ili ograni¢ene moguénosti kretanja zbog
viskoznosti otopina. Zakljuceno je da toksi¢nost ovisi o sastavu, viskoznosti i koncentraciji
otapala te da dvokomponentni DES sustav ima znatno vecu toksi¢nost nego vodene otopine
svake zasebne komponente. Ispitivanjem toksi¢nosti DES-a na bazi kolin klorida i
aminokiselina prema acetilkolinesterazi, enzimu kljuénom za normalno funkcioniranje
ziv€anog sustavu svih viSih organizama, pokazalo je da se toksi¢nost DES-a ovisi 0
aminokiselinskom sastavu (Hou i sur., 2013).

Huang i sur. (2014) ispitali su toksi¢nosti DES-a kolin klorid:urea (1:1) na vodenom
beskicmenjaku Hydra sinensis koji je osjetljiv na kemijska zagadenja te se kombinacija
sastojaka u DES-u pokazala manje toksi¢na u odnosu na ucinak svake komponente zasebno ili
fizicki pomijesanog kolin klorida s ureom. Toksi¢nost DES-a na bazi kolin klorida i kolin
acetata sa donorima vodikove veze (urea, acetamid, glicerol i etilen glikol) Wen i sur. (2015)
testirali su na bakteriji Escherichia coli, biljci Allium sativum i beski¢menjaku hidri. Ovi DES-
ovi pokazuju inhibitorne u¢inke na modelne organizme, ovisno 0 sastavu i koncentraciji DES-

a, pri cemu DES-ovi na bazi kolin klorida imaju veci inhibitorni u¢inak od onih na bazi kolin
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acetata, osobito u kombinaciji s glicerolom i etilen glikolom. Utjecaj DES-a i njihovih
komponenti na razliite organizme mogu se povezati s njihovim interakcijama s stani¢nim
membranama. Torregrosa-Crespo i sur. (2020) uocili su da DES acetilkolin klorid:acetamid nije
toksiCan za bakteriju Escherichia coli u koncentracijama do 300 mM, no iznad 600 mM DES
uzrokuje potpunu inhibiciju rasta. Ova toksi¢nost nije samo posljedica kemijskog sastava DES-
a, ve¢ i zakiseljenosti medija uzrokovane hidrolizom DES-a tijekom stani¢nog rasta.

Radosevic i sur. (2015) procijenili su toksi¢nost DES-a na bazi kolin klorida koji sadrze
Secer (glukoza), alkohol (glicerol) i organsku kiselinu (oksalna kiselina) kao donore vodika, na
riblju (CCO) i humanu (MCF-7) stani¢nu liniju. Kolin klorid:oksalna kiselina pokazuje
umjerenu citotoksi¢nost, dok su se kolin klorid:glukoza i kolin klorid:glicerol pokazali
netoksi¢nima. Kako je uoceno, umjerena citotoksi¢nost uzrokovana je formiranjem kalcij-
oksalatnih kristala koji oSte¢uju stanice. Takoder, doslo je do pada pH, a promjena okolisSnog
pH moze modificirati stani¢nu proliferaciju i njihova metabolicka svojstva.

Prema Zhao i sur. (2015) DES na bazi amina, alkohola i Seera ne djeluju inhibitorno,
dok je DES na bazi organske kiseline imao inhibitorni u¢inak na bakterije E. coli, S. enteritidis,
S. aureus i L. monocytogenes. DES-ovi na bazi organskih kiselina inhibiraju rast bakterija kao
posljedica promjena pH, koje su ispod optimalnih za rast bakterija. Kiseli donori vodikove veze
mogu inaktivirati stanice denaturiranjem proteina koji se nalaze na stani¢noj stijenci, $to
pojedinim kemikalijama, a mreza vodikovih veza u DES-u na bazi kiseline je gusca i
kompaktnija, pa delokalizirani naboji imaju ve¢i utjecaj, osobito kolin klorid:limunska kiselina
i kolin klorid:vinska kiselina.

Hayyan i sur. (2015) ispitali su citotoksi¢nost DES-a na pet humanih stani¢nih linija
raka i jednoj normalnoj stani¢noj liniji. DES se temelji na kolin kloridu u kombinaciji s
glicerinom, etilen glikolom, trietilen glikolom i ureom. Citotoksi¢ni mehanizam proizlazi iz
poveéane poroznosti membrane zbog oStecenja uzrokovane DES-om. Nakon ulaska, DES
doprinosi povecanju koncentracija reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) ¢ime se povecava
oksidativni stres stanice. Krajnja tocka kaskade reakcija je potpuno uniStavanje stanice putem
apoptoze. Macario i sur. (2019) ispitali su citotoksi¢nost DES-a pomoc¢u dvije stani¢ne linije:
HaCaT i MNT-1. Opéenito su primijetili da otapala koji su kao donor vodikove veze imali kolin
klorid ili tetrametilamonijev klorid nisu toksi¢ni za ove stanicne linije, dok su one koje sadrze
tetrabutilamonijev klorid bile toksi¢ne. Kao akceptor vodikovih veza ispitana je butanska
kiselina, heksanoi¢na kiselina, 1-propanol, etilen glikol i urea. Zanimljivo, uocili su povec¢anu

vijabilnost HaCaT stanica uzrokovanu vec¢inom ispitivanih spojeva. Ipak, vazno je razumjeti
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mehanizme koji stoje iza zapazenog ucinka, jer povecana vijabilnost moze predstavljati
stani¢nu proliferaciju koja potice regeneraciju koze, ali takoder moze ukazivati na aktivaciju
mehanizama mutageneze.

Paiva i sur. (2014) testirali su citotoksi¢nost 11 razli¢itih NADES-a na stani¢noj liniji
L929, a rezultati sugeriraju da prisutnost vinske kiseline ima Stetan ucinak na metabolicku
aktivnost stanica. Hayyan i sur. (2016) ispitali su NADES-e na bazi kolin klorida s razli¢itim
donorima vodikovih veza (glukoza, fruktoza, saharoza, glicerol i malonska kiselina), te je
dodana voda kao tercijarna komponenta. Citotoksi¢nost je bila odredena na humanim i mi§jim
stani¢nim linijama raka (HeLaS3, CaOV3, MCF-7 i B16F10). Zapazen je trend izmedu
citotoksi¢nosti NADES-a i ¢cimbenika, kao $to su priroda i fizikalna svojstva NADES-a (osobito
viskoznost), dodatak vode, kao i njihove interakcije s razli¢itim funkcionalnim skupinama
prisutnim na povr$ini stanica. Takoder, o€ito je da organske kiseline kao donori vodikove veze
uvelike doprinose povecanoj toksi¢nosti eutekti¢kih smjesa.

Radosevic i sur. (2018) ispitali su u¢inak cetiri razlicita NADES-a na bazi kolin klorida
i oksalne Kkiseline, uree, ksilitola te sorbitola kao donora vodikove veze na MCF-7, HEK293T i
HeLa stani¢ne linije. Najve¢i inhibitorni u¢inak imao je kolin klorid:oksalna kiselina na
tumorske HelLa i MCF-7 stanice, dok je u¢inak na normalne HEK293T stanice bio znatno
manji. Stvaranje kristala kalcijevog oksalata unutar stanica izazvalo je Stetne ucinke 1 na
tumorske i na normalne stanice, a jaci toksi¢ni u¢inak na tumorske stanice moze se objasniti da
tumorske stanice, zbog vecih energetskih potreba, unose vise sastojaka medija, ali i smjese kolin
klorid:oksalna kiselina. Rezultati su potvrdili utjecaj organske kiseline na ukupnu toksi¢nost
NADES-a. Citotoksi¢ni uc¢inak kolin klorid:urea zabiljezen je samo kod MCF-7 stanica §to
moze biti uzrokovano visokim pH (pH ~ 9) pa, s obzirom da ovakav u¢inak nije zabiljeZen na
ostalim stani¢nim linijama, moze se zakljuciti da citotoksi¢nosti NADES-a ovisi i 0 ispitivanoj
stani¢noj liniji. Zanimljivim se pokazao proliferativni u¢inak betain:jabucna kiselina:prolin,
dok ostali ispitani NADES-i na bazi betaina i limunske kiseline nisu imali citotoksi¢ni u¢inak
te se smatraju netoksi¢nima.

Halder i Cordeiro (2019) razvili su in silico pristup analizi toksi¢nosti, mtk-QSTR (engl.
multitasking-Quantitative Structure Toxicity Relationships) analiza. Naveli su parametre koji
su vazni za odredivanje toksi¢nosti DES-a: polaritet, elektronegativnost, priroda donora
vodikove veze i topoloSke znacCajke te su uspjeli rangirati glavne klase donora vodikovih veza
u smislu toksi¢nosti DES-a: Secerni alkoholi i alkoholi ravnog lanca daju nisku toksi¢nost,

Seceri 1 amidi daju srednju toksi¢nost te organske i anorganske kiseline koje daju visoku razinu



toksi¢nosti, Sto je u skladu s dosadaSnjim eksperimentalnim rezultatima i zaklju¢cima

doneSenim na temelju tih rezultata.

2.1.2. Primjena niskotemperaturnih eutektickih otapala u farmaceutskoj industriji

Sve vece potrebe za zdravstvenom zastitom na svjetskoj razini pokreta¢ su razvoja novih
lijekova, ali i potrage za novim i uéinkovitijim farmaceutskim formulacijama (Aroso i sur.,
2016). Farmaceutska industrija suoc¢ena je s velikim izazovima povezanima s topljivos¢u i
permeabilnos¢u lijeka, koja, ako nije =zadovoljavaju¢a rezultira neodgovaraju¢om
farmakokinetikom i slabom bioraspolozivosti API-ja (Duarte i sur., 2017). U biomedicinskom
podrucju zabiljeZeno je kako DES poboljsava topljivost, permeabilnost i apsorpciju aktivnih
farmaceutskih sastojaka, a ako je API jedna od komponenti DES-a, sustav se tada naziva
terapeutsko niskotemperaturno eutekti¢cko otapalo (engl. Therapeutic Deep Eutectic Solvents,
THEDES) (Pereira i sur., 2019). Priprema THEDES sustava daje 100 % Ccisti proizvod, bez
gubitaka tijekom proizvodnje i bez potrebe procis¢avanja. Nadalje, scale-up procesa je
relativno jednostavan, Sto je vrlo vazno za farmaceutsku industriju (Duarte 1 sur., 2017).
Sposobnost stvaranja DES-a s API-jem i moguénost razvoja novog nacina isporuke lijekova,
posebno za transdermalnu isporuku lijekova, prvi put su opisali Stott i sur. (1998) koristeci
mjeSavine API-ja (ibuprofena) s razli¢itim terpenima, ukljucujuc¢i mentol 1 timol.

Nadalje, Morrison i sur. (2009) izvijestili su o znacajnom povecanju topljivosti
benzojeve kiseline, danazola, griseofulvina i itrakonazola za 5-22 000 puta, u DES-ovima
urea:kolin klorid i malonska kiselina:kolin klorid, u usporedbi s topljivosti u vodi. Su i Klibanov
(2015) istrazivali su moguénost formiranja DES-a s aspirinom kao donorom vodikove veze te
su uocili da je topljivost aspirina u smjesi kolin klorid:aspirin znatno veéa u usporedbi s vodom.
Koenzim Q10 je slabo topljiv u vodi §to uzrokuje njegovu ograni¢enu biodostupnost, no, Tarate
i Bansal (2015) opisali su nastanak tekuce formulacije pri 37,93 °C izmedu koenzima Q10 i
laurinske kiseline u molarnom omjeru 2:1. Abbott i sur. (2017) pokazali su kako se visoko
koncentrirane tekuée formulacije mogu proizvesti od farmaceutskih aktivnih tvari koji su ili
donori vodikovih veza ili kvaterne amonijeve soli. Navedene smjese mogu prevladati probleme
topljivosti u vodi, jer eutektika sprijecava rekristalizaciju aktivnog sastojka. Aspirin,
paracetamol i salicilna kiselina formulirani su u DES mije$anjem s kolin kloridom (Abbott i
sur., 2017). Takoder, pokazano je da slozene molekule lijekova koje pokazuju polimorfizam,
poput Adifenina i Ranitidina, mogu biti formulirane kao homogena tekucina, pri ¢emu donor
vodikove veze takoder moze biti farmaceutski aktivni sastojak, npr. aspirin. Aroso i sur. (2016)

ispitali su THEDES na bazi kolin klorida odnosno mentola konjugiranih s tri razli¢ita API-ja:
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acetilsalicilnom kiselinom, benzojevom kiselinom i fenilacetilnom kiselinom. Studije su
pokazale poboljsano otapanje API-ja, osobito za THEDES na bazi mentola, te da THEDES
zadrZava antibakterijsko djelovanje API-ja. Opcenito, rezultati isti¢u potencijal THEDES-a kao
formulacije kojom se postize bolja topljivost API-ja, a ujedno mogu biti i uc¢inkovitiji sustavi
za isporuku lijekova.

Prema Lu i sur. (2016) osim slabe topljivosti u vodi, API-ji se razgraduju i nisu stabilni
u vodenim otopinama. To je do sada najbolje istrazeno na primjeru nesteroidnih protuupalnih
lijekova (engl. Non-steroidal Anti-inflammatory Drugs, NSAID), koji su Siroko koriSteni
lijekovi s iznimnim analgetskim, antipiretickim i protuupalnim djelovanje. Medutim, NSAID
su netopljivi ili slabo topljivi u vodi. Ova je studija pokazala da DES mozZe poboljsati topljivost
lijekova netopljivih u vodi za 17-5477 puta. Topljivost moze biti prilagodena promjenom
molarnog omjera komponenata i sadrzaja vode u DES-u. Nadalje, API-ji koji sadrze ester
podvrgavaju se hidrolizi tijekom produljenog skladistenja u vodi. Aspirin, hidrolabilan NSAID,
pokazao se 8,2 puta stabilniji u DES-u (kolin klorid i 1,2-propandiol) nego u vodi, dok Olivares
i sur. (2018) navode poboljsanje stabilnosti 3-laktamskih antibiotika u DES-u betain:urea.

Wang i sur. (2014) izvijestili su o razvoju eutektickog sustava lidokain:ibuprofen, a
rezultati pokazuju da je promjenom molarnih omjera komponenata moguca prilagodba
formulacije za razvoj novih transdermalnih sustava isporuke. Duarte i sur. (2017) pripremili su
THEDES na bazi mentola u kompleksu s tri razli¢ita API-ja: ibuprofen, borna kiselina i
fenilacetilna kiselina. Potvrdeno je da se eutekticki sustav formira vodikovim vezama izmedu
mentola i API-ja, a pripremljeni THEDES sustavi ne pokazuju samo poveéanu topljivost lijeka
u izotoni¢noj otopini, ve¢ i poveéanu permeabilnost. Permeabilnost API-ja trostruko se
povecala, topljivost ibuprofena povecala se 12 puta, a manje povecanje topljivosti uoceno je za
bornu kiselinu. Sustavi koji sadrze fenilacetilnu kiselinu ne pokazuju ovakav trend.
Manipulacija APl-ja, odnosno promjena iz krutog oblika u teku¢i u kompleksu THEDES
pokazao se kao jednostavna i u¢inkovita metoda za poboljSanje bioraspolozivosti API-ja.

Silva i sur. (2018) razvili su THEDES na bazi kolin klorida i askorbinske kiseline u
kojem su uspjesno otopili deksametazon (DEX). Difuzija i permeabilnost DEX-a malo su
povecéane, a antioksidacijska svojstva askorbinske kiseline zadrzana su do 6 mjeseci kada je
spoj u THEDES obliku. Vijabilnost stanica varira ovisno o koncentraciji THEDES-a jer veca
koncentracija uzrokuje pad pH i poveéanje viskoznosti. Sintetiranje superkriticnom teku¢inom
koriSteno je za pripremu prikladnog kontroliranog sustava isporuke lijeka, temeljenog na poli-

e-kaprolaktonu s THEDES-om koji sadrzi otopljeni DEX. Ova studija isti¢e potencijalnu
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primjenjivost THEDES-a na temelju kolin klorida i askorbinske kiseline u farmaceutskoj
industriji I primjeni u tkivnom inzenjerstvu.

Cilj rada Santos i sur. (2019) bio je razviti THEDES sustav na bazi etambutola i L-
arginina koji poboljSava svojstva ovih tvari, osobito topljivost i permeabilnost, sto bi u
budué¢nosti moglo smanjiti potrebne koncentracije u tretmanima lijeGenja tuberkuloze. Rezultati
ukazuju kako je permeabilnost i koeficijent difuzije etambutola u THEDES-u vedi, jer je
njegova topljivost jako povecana, no to nije slucaj sustavima s L-argininom. Prema
biofarmaceutskom Klasifikacijskom sustavu (engl. Biopharmaceutics Classification System,
BCS), etambutol je klasificiran kao spoj klase Ill, no poboljsana bioraspolozivost API-ja
etambutol u obliku THEDES-a svrstava ga u klasu I, budu¢i se u navedenoj formulaciji
pokazao vrlo topljivim i visoko permeabilanim.

Pereira i sur. (2019) ispitali su THEDES na bazi limonena u kombinaciji s razli¢itim
spojevima, ukljucujuéi zasi¢ene masne kiseline (miristinska i1 kaprinska kiselina), derivate
eteri¢nih ulja (mentol) i nesteroidne protuupalne lijekove (ibuprofen). lbuprofen:limonen je
jedina formulacija koja je inhibirala proliferaciju tumorske HT29 stani¢ne linije bez negativnog
utjecaja na prezivljenje normalne stani¢ne linije debelog crijeva. Ovaj THEDES ima zastitna i
protuupalna svojstva ibubrofena povezana s antikancerogenim svojstvima limonena. Pomoc¢u
ibubrofen:limonen (1:4) moguce je smanjiti citotoksi¢nost povezanu s limonenom i povecati
topljivost ibuprofena, Sto dodatno pokazuje potencijal ovog sustava kao sustava dostave
lijekova u terapijama protiv raka. S obzirom da su ionski gelovi privukli interes kao nositelji
lijekova na farmaceutskom podrucju, Mokhtarpour i sur. (2020) istrazili su razvoj ne-
citotoksi¢nog ionskog-gel nosaca koji sadrzi lijek protiv karcinoma (Sunitinib malat, SUM) i
DES (kolin klorid:askorbinska kiselina), kako bi se dobio biokompatibilan sustav za ciljano
oslobadanje SUM-a. Gel je postojan vise od Sest mjeseci bez degradacije, a oslobadanje SUM-
a iz gela ovisi o pH. Eksperiment oslobadanja lijeka pokazao je da DES u sintetiziranom
ionskom gelu moze biti dobar kandidat kao nosa¢ za ciljanu isporuku SUM-a u krvne Zile
stanica tumora.

Istrazivanje biomedicinskog potencijala hidrofobnih THEDES-a na bazi mentola i
zasi¢enih masnih kiselina (stearinska kiselina, miristinska kiselina i laurinska kiselina) proveli
su Silva 1 sur. (2019). Medu razli¢itim formulacijama, THEDES mentol:stearinska kiselina
pokazala se kao najperspektivnija formulacija, jer nije izazvala znaCajnu citotoksi¢nost, a
pojacala je zacjeljivanje rane, dok posjeduje antibakterijska svojstva protiv Staphylococcus
epidermus i Staphylococcus aureus sojeva. To ukazuje na mogucéu primjenu ovog THEDES-a

kao aktivnog premaza u zavojima za rane.
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U dosadasnjim istrazivanjima THEDES pokazuje potencijal za primjenu u medicinskoj
I farmaceutskoj industriji. Razvoj tekucih formulacija omogucuje bolju topljivost,
permeabilnost i stabilnost, a time i biodostupnosti aktivnog farmaceutskog sastojka. Nadalje,
primjena DES-a omogucuje i razvoj kontroliranog sustava isporuke lijeka Sto takoder
omogucuje ucinkovitiju terapiju. Prema Blokhina i sur. (2019) molekule visoke lipofilnosti i
permeabilnosti, takoder se mogu slabo apsorbirati u organizmu, ako je njihova topljivost u vodi
niska. Kod takvih lijekova, kao $to je npr. antimikotik klotrimazol, stupanj otapanja utjece na
brzinu apsorpcije. Niska bioraspoloZivost zahtijeva ¢eS¢e doziranje i povecava rizik od
nuspojava. Poveéanjem topljivosti ove skupine lijekova moZe se poboljsati njihova

biodostupnost, smanjiti potrebna doza lijeka te povecati u¢inkovitost.

2.2. KLOTRIMAZOL - AKTIVNI FARMACEUTSKI SASTOJAK

2D, 3D i kristalna struktura klotrimazola, odnosno 1-[(2-klorofenil) difenilmetil]-1H-
imidazola, C22H17CIN2, prikazana je na Slici 2. Molekularna konformacija pokazala je tri
fenilna prstena koja su gotovo okomiti na imidazolni prsten (Song i Shin, 1998). Prema Crowley
I Gallagher (2014) cCetiri aromatska prstena vezana su na tetraedarski atom ugljika, pri ¢emu je
poznato da jedan aromatski prsten (imidazolni prsten) posreduje u reakcijama prijenosa
elektrona u bioloSkim sustavima, a preostali aromatski prsteni obuhvacaju trifenilmetilni
sustav, strukturu za koju je poznato da stabilizira radikalne intermedijere. Jedan od tih prstenova
je kloro-supstituiran na svom C2 polozaju. Navas i sur. (2004) navode kako od cetiri stabilna
konformera, niti jedan nema dva aromatska prstena u istoj ravnini. Energetski sadrzaj
pretpostavljenog koplanarnog konformera je vrlo visok, §to rezultira izuzetno nestabilnom
strukturom, zbog interakcija izmedu supstituenata na ortho-pozicijama u aromatskim
prstenovima. Za sve cCetiri konformacije klotrimazola, dipol se orijentira od imidazolskog
prstena prema atomu klora, a mapiranje molekularnog elektrostatickog potencijala otkrilo je da
klotrimazol posjeduje periferno podrucje bogato elektronima koje odgovara njegovom
nesupstituiranom dusikovom atomu i podrucje s pozitivnim elektrostatskim potencijalom koji

odgovara supstituiranom atomu dusika.
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Slika 2. 2D, 3D i kristalna struktura klotrimazola (NCBI, 2021)

Klotrimazol je pripadnik azolne klase sintetskih antimikoti¢kih agensa koji su otkriveni
1960-ih. Azoli ¢ine najvecu klasu antimikoti¢nih lijekova u klinickoj uporabi, a klotrimazol
spada u imidazole, podrazred azolskih lijekova (Crowley i Gallagher, 2014). Klotrimazol se
koristi za lijeCenje raznih gljivicnih infekcija koze i sluznica. To je lijek kojeg karakterizira
snazan antifungalni potencijal, posebno prema kvascima i dermatofitima, a takoder je
obecavajuce sredstvo u farmakoterapiji malarije i karcinoma (Grimling i sur., 2016). Crowley
i Gallagher (2014) navode njegovu $iroku upotrebu kao lokalnog lijeka za atletsko stopalo te
vulvovaginalnu i orofaringealnu kandidijazu. Takoder, moze biti kombiniran s drugim
molekulama, poput metala, za stvaranje klotrimazol kompleksa koji pokazuju poboljSanu
farmakolosku u¢inkovitost. Interesantan je i za terapiju bolesti srpastih stanica jer je za njihov
metabolit, ICA 17043, pokazano da ima blagotvoran uc¢inak na dehidrataciju eritrocita. Osim
toga, klotrimazol se Koristi za lije¢enje metronidazol-rezistentne Trichomoniasis vaginalis za
ublazavanje simptoma te prokazuje aktivnost protiv odredenih Gram-pozitivnih bakterija.
Klotrimazol se vrlo dobro tolerira s malo nuspojava, iako postoji odredena rezistencija na lijek
koja se javlja kod imunokompromitiranih pacijenata.

Svi antifungalni lijekovi azolskog tipa djeluju tako da ometaju biosintezu ergosterola,
glavnu komponentu gljivicne citoplazmatske membrane. Klotrimazol inhibira citokrom P450,
a rezultat je iscrpljivanje ergosterola i njegova zamjena sa aberantnim vrstama sterola $to utjece
na permeabilnost i fluidnost membrane. Takoder, smanjena je aktivnost enzima vezanih na
membranu, uklju¢ujuéi enzime vazne za sintezu stanicnih stijenki, pa dolazi do povecanog
propustanja stani¢nih stijenki 1 otpuStanja stani¢nog sadrzaja (Crowley i Gallagher, 2014).
Opcenito se vjeruje da antifungalna aktivnost imidazola proizlazi iz dezorganizacije
citoplazmatske membrane gljivica, koja je posljedica inaktivacije P450 vezanjem izmedu N-

atoma imidazolskog prstena i HEM mijesta (Song i Shin, 1998). Prema Crowley i Gallagher

14



(2014) azolni lijekovi ciljaju citokrom P450-Ergllp ili Cyp51p enzime, Kkoji posjeduju
monooksigenaznu aktivnost i katalizira uklanjanje 14-o-metilne skupine lanosterola ili
eburikola u gljivama. Proteini Cyp51p sadrze Zeljezni protoporfirinski dio smjeSten na
njihovom aktivnom mjestu, a upravo se na ovom mjestu azolni spojevi vezu za atom Zeljeza,
preko atoma duSika u njihovom imidazolnom prstenu. Drugi dio azolnog lijeka se veze na
apoprotein, a ta interakcija ovisi o individualnoj strukturi samog lijeka. Iskoristavanje razlika
nudi moguénost za racionalno dizajniranje lijekova s poboljSanom ucinkovitos¢u protiv
odredene gljivicne vrste.

Klotrimazol je lipofilan spoj, slabo topljiv u vodi (0,49 mg L) (Mohammed i sur.,
2016). Prema BCS (Slika 3) klotrimazol pripada klasi 11, koju karakterizira dobra permeabilnost
i slaba topljivost, a upravo iz ograni¢ene mogucénosti otapanja proizlazi i niska bioraspoloZivost
klotrimazola (Grimling i sur., 2016). Topikalna bioraspolozivost klotrimazola vrlo je niska, u
rasponu je od 0,5 % do 10 % zbog njegove slabe topljivosti u vodi (Bolla i sur, 2019). Stoga je
pozeljno nacéi sustav koji bi omogucio bolje otapanje klotrimazola u svrhu stvaranja poboljSanih

formulacija lijekova.
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Visoka topljivost g Niska topljivost
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Visoka permeabilnost & Visoka permeabilnost
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Visoka topljivost Niska topljivost
Niska permeabilnost Niska permeabilnost

Slika 3. Biofarmaceutski klasifikacijski sustav API-ja (Duarte i sur., 2017)

Kao alternativno otapalo za slabo topljive API-je predlozeno je Kkoristenje
niskotemperaturnih eutektickih otapala (Palmelund i sur., 2019). Prethodno navedene studije
ispitivanja DES-a kao otapala za poboljsanje topljivosti, permeabilnosti, stabilnosti i
biodostupnosti API-ja pokazale su dobre rezultate. 1z toga proizlazi da bi se za poboljsanje

topljivosti klotrimazola mogao koristiti DES sustav, §to bi omogudéilo razvoj poboljsane
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formulacije lijekova s klotrimazolom kao aktivnim farmaceutskim sastojkom, sto je i bio cilj

ovoga rada.

2.2.1. Kilotrimazol i ciklodekstrin

Osim slabe topljivosti i biodostupnosti, pitanje stabilnosti lijeka moze ograniciti
izvedivost farmaceutske formulacije, no istrazivanja su pokazala da se stabilnost kemijski
nestabilnih molekula moZe poboljsati stvaranjem kompleksa sa ciklodekstrinima (CD) (Jug i
Becirevi¢-Lacan, 2008). CD su molekule u obliku prstena koje sadrze hidrofobnu unutrasnjost
¢ime mogu tvoriti inkluzijske komplekse sa prikladnim molekulama (Georgantzi i sur., 2017),
a hidroksilne skupine okrenute su prema vanjskoj povrsini molekule (Slika 4) (Jug i Becirevic-
Lacan, 2008). Stvaranje inkluzijskog kompleksa s lijekom dovodi do mijenjanja nepozeljnih
karakteristika kao Sto je neugodan miris, niska topivost u vodi, niska bioraspolozivost te
kemijska nestabilnost (Jug i Becirevi¢-Lacan, 2008). Ovi cikli¢ki oligosaharidi sadrze 6, 7 ili 8
glukopiranoznih jedinica (o, B 1 y-CD) koji se razlikuju u veli¢ini koja odreduje smjestaj
molekula u Supljinu (Georgantzi i sur., 2017). Zahvaljuju¢i biokompatibilnosti, CD imaju
mogucnost koriStenja u formulacijama lijeka za razlicite primjene (Jug i Becirevi¢-Lacan,
2008). lonske kapljevine i eutekti¢ka otapala mogu djelovati kao vrlo dobra otapala CD, a
mogucnost postizanja visokih koncentracija bez agregacije CD u mediju, otvara mogucnost

novim, zasad nepredvidivim aplikacijama (Triolo i sur., 2020).
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Slika 4. Kemijska struktura B-ciklodekstrina (R=H) (Jug i Be¢irevi¢-Lacan, 2008)
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U literaturi je do sada opisano da se problem biodostupnosti klotrimazola moze rijesiti
kompleksacijom sa ciklodekstrinom (Prabagar i sur., 2007), a znacajno povecanje topljivosti
zabiljezili su Pradines 1 sur. (2015) stvaranjem inkluzijskog kompleksa klotrimazola 1
metiliranog ciklodekstrina. No prema naSim saznanjima do sada nije isproban sustav

klotrimazola i CD u DES-u, $to je ispitano u ovom radu.
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. EKSPERIMANTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Kemikalije

e 0,25 % Tripsin-EDTA, GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley, UK

e Acetonitril, >99.9 %, Honeywell, Riedel-de Haen, Njemacka

e Dekanska kiselina, 99 %, Acros Organics, New Yersey, SAD

e Destilirana voda

e DL-Jabu¢na kiselina, 99+ %, Acros Organics, New Yersey, SAD

e DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), GIBCO Invitrogen Corporation,
Paisley, UK

e Dodekan, Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD

e FBS (Fetal Bovine Serum), GIBCO Invitrogen Corporation, Auckland, Novi Zeland

e Kilotrimazol, Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD

e Kolin klorid, 99 %, Acros Organics, New Yersey, SAD

e Kumarin, 99+ %, Acros Organics, New Yersey, SAD

e L(-)-Prolin, 99+ %, Acros Organics, New Yersey, SAD

e Lecitin, Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD

e MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolij], Promega, SAD

e Oktanska kiselina, Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD

e Timol, 99 %, Acros Organics, New Yersey, SAD

e Tripan plavo (0,4 %), Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD

e Urea, Grammol, Zagreb, Hrvatska

e B-ciklodekstrin, 98 %, Acros Organics, New Yersey, SAD

3.1.2. Puferi

o Kalij - fosfatni pufer (0,1 M, pH=7)
Dikalijev fosfat (4,67 Q)
Monokalijev fosfat (3,15 Q)
Destilirana voda (500 mL)

e PBS pufer (pH=7,4)
Kalijev klorid (0,2 g)
Natrijev klorid (8,0 g)
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Kalijev dihidrogenfosfat (0,24 g)
Dinatrijev hidrogenfosfat (1,44 g)
Destilirana voda (1000 mL)

3.1.3. Stani¢na linija
3.1.3.1. HaCaT stanicna linija

Boukamp i sur. (1988) uspostavili su spontano transformiranu humanu epitelnu stani¢nu
liniju iz koZe odraslih ljudi, koja je zadrzala punu sposobnost epidermalne diferencijacije.
Stani¢na linija dobila je naziv HaCaT ¢ime je oznaceno podrijetlo i pocetni uvjeti rasta (engl.
Human Adult Low Calcium High Temperature). HaCaT stanice su spontano transformirani
humani keranociti koji imaju karakteristike bazalnih epidermalnih keranocita. Unato¢
neograni¢enom potencijalu rasta, HaCaT stanice formiraju uredno strukturirano i diferencirano
epidermalno tkivo kada se transplantiraju in vivo. Mogu se smatrati besmrtnima (> 140 pasaza),
sa specifiénim stabilnim kromosomskim markerima, a nisu tumorogene. Zbog zadrzavanja
sposobnosti normalne diferencijacije prikladan su model za studije keratinizacije humanih
stanica. HaCaT omogucuje karakterizaciju nekoliko procesa, poput istrazivanja metabolickog
puta kalcitriola (vitamin D) i njegovog uc¢inka na rast i diferencijaciju keranocita (Lehmann,
1997). Osim toga, Petushkova i sur. (2020) navode njihovu primjenu u odredivanju toksi¢nosti
razli¢itih agenasa za koZu te u istrazivanju mehanizama koznih alergijskih reakcija, upalnih ili
neoplasti¢nih procesa, kao i u¢inaka UV zracenja i reaktivnih kisikovih vrsta. Takoder, pocetni
su materijal za istrazivanje promjena ukljuéenih u malignu transformaciju. Ha-ras-1
transfekcija HaCaT stani¢ne linije omogucéuje analizu uloge ovog proto-onkogena i drugih

¢imbenika u procesu malignih bolesti ljudskih epitelnih stanica (Boukamp i sur., 1988).

3.1.4. Oprema

e Analiticki HPLC uredaj, 1260 Infinity II, Agilent Infinitylab, SAD

e Centrifuga mrc, MRC- Laboratory Equipment & Instruments, lzrael

e C(itad ploc¢a, Tecan, Mannedorf, Svicarska

e Digitalna vaga BAS 31 plus, Boeco, Njemacka

e Genesys 10S UV-Vis spektrofotometar, ThermoFisher Scientific, SAD

e Hladnjak (4 °C), Gorenje, Slovenija

e Homogenizator s regulacijom temperature, Eppendorf ThermoMixer C,
Njemacka

e Inverzni mikroskop, Zeiss, Njemacka
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e Komora za sterilni rad, Kambic, Slovenija

e Magnetska mijesalica s grijanjem, RTC Basic, IKA Werke, Njemacka
e Neubauer komorica za brojanje stanica

e Ploce s 96-akceptorskih jazica, MerckMilipore, SAD

e Ploce s 96-donatorskih jazica s filterima, MerckMilipore, SAD

e Ploce s jazicama, Corning, SAD

e Svjetlosni mikroskop, Zeiss, Njemacka

3.1.5. Racunalni programi
e COSMOtherm

e Microsoft Excel

3.2. METODE RADA

3.2.1. Sinteza niskotemperaturnih eutektickih otapala
U ovom radu je koristeno pet niskotemperaturnih eutektickih otapala (Tablica 3)
sintetiziranih u Laboratoriju za tehnologiju i primjenu stanica i biotransformacije Prehrambeno-

biotehnoloSkog fakulteta.

Tablica 3. Sintetizirani i koriSteni DES-ovi

EUTEKTICKO KRATICA MOLARNI UDIO VODE
OTAPALO OMJER
Timol:oktanska Kiselina Ty:C8 1:3 0%
Timol:dekanska kiselina Ty:C10 1:1 0%
Timol:kumarin Ty:Cou 3:2 0%
Prolin:jabu¢na Kkiselina Pro:Ma 1:1 50 %
Kolin klorid:urea ChCl:U 1:2 10 %

Eutekticka otapala sintetizirana su tako da su u tikvicu sa okruglim dnom dodane
izracunate koli¢ine komponenata za sintezu DES-a te odgovaraju¢i volumen vode. Nakon
dodatka magneta, tikvica sa smjesom stavljena je na magnetnu mijesalicu te su komponente

mijeSane Uz zagrijavanje dok ne nastane homogena, bezbojna i prozirna tekuc¢ina. Magnet je
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izvaden pomoc¢u magnetnog Stapica, a dobiveni DES je prebacen u Falcon epruvetu te ¢uvan

na sobnoj temperaturi na tamnijem mjestu.

3.2.2. Procjena topljivosti klotrimazola u niskotemperaturnim eutektickim otapalima

pomocu racunalnog programa COSMOtherm

Teoretski racunski modeli olakSavaju procjenu termofizickih svojstava otopine
smanjuju¢i tako vrijeme, sredstva i ukupne troskove prilikom odabira optimalnog otapala
(Eckert i Klamt, 2002). S obzirom na veliki broj potencijalnih DES-ova bilo je nuzno razviti
racunalnu metodu koja ¢e reducirati eksperimentalno ispitivanje topljivosti API-DES
kombinacija, a COSMO-RS (engl. Conductor-like Screening Model for Real Solvents) je jedan
od najto¢nijih ab initio racunalnih metoda za rangiranje otapala (Palmelund i sur., 2019).
Metoda se temelji na molekulskim kvantno-kemijskim prorac¢unima, koji u kombinaciji sa
metodologijom statisticke termodinamike daju informacije potrebne za procjenu molekularnih
interakcija u tekuc¢inama (Eckert i Klamt, 2002). U modelu, referentno stanje sustava je
kemijski potencijal molekule u savrSenom elektricnom vodicu (Franke i Hannebauer, 2011).
Kemijski potencijal se izvodi na temelju interakcija izmedu molekula u sustavu (Grensemann i
Gmehling, 2005), a intermolekularna interakcija je opisana diskretnim povrSinskim
segmentima uparenih interakcija povrSinskih naboja (Franke i Hannebauer, 2011). Prema
Ferrarini i sur. (2018) te se gustoce naboja obi¢no prikazuju varijablom koja se oznacava kao
sigma-profil (c-profil), a predstavlja odnos izmedu udjela molekularne povrsine i odgovarajuce
gusto¢e naboja. Dobivanje o-profila je najdugotrajniji korak za procjenu svojstava
termodinamicke smjese. Metoda je neovisna o eksperimentalnim podacima i opcenito je
primjenjiva (Eckert i Klamt, 2002).

Uz medudjelovanje povrsinskih segmenata, COSMO-RS razmatra vodikove interakcije
izmedu otopljene molekule i otapala za izracunavanje kemijskog potencijala, $to se moZe
koristiti za procjenu topljivosti molekule u otapalu, ali i za druga termodinamicka svojstva
(Palmelund i sur., 2019) kao $to je koeficijent aktivnosti, tlak pare, koeficijent raspodjele, ali i
za predvidanje faznih ravnoteza (Grensemann i Gmehling, 2005). COSMO je ucinkovita
metoda za ukljucivanje ucinaka otapala u kvantno-kemijske proracune, Sto rezultira dobrim
opisom svojstva i energija molekula u raznim otapalima, a omogucuje ucinkovit izracun
kemijskog potencijala gotovo bilo koje otopljene tvari u gotovo bilo kojem otapalu (Klamt i
sur., 1998). U ovom istrazivanju, za procjenu topljivosti klotrimazola u niskotemperaturnim

eutektickim otapalima unutar COSMO paketa koristio se COSMOtherm rac¢unalni program.
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Za predvidanje topljivosti molekula u niskotemperaturnom eutektickom otapalu u
COSMOtherm program unosi se .cosmo datoteka klotrimazola te molekule otapala. To se moze
napraviti opcijom From database (molekule koje postoje u bazi podataka) ili From File
(molekule nacrtane i geometrijski optimirane u programu TmoleX). Zatim se odabere Activity
Coefficient pod sekcijom Properties te definira udio ispitane tvari, udio donora (HBD) i udio
akceptora (HBA) vodikove veze. Suma svih udjela mora biti 1, a ako se kao udio odabere 0,
izraCunava se koeficijent aktivnosti te tvari pri beskonacnom razrjedenju. Nakon toga odabere
se Add te Run Job (local). Kao rezultat dobije se logaritam koeficijenta aktivnosti In (y), koji
govori o topljivosti klotrimazola u DES-u (Slika 5). Sto je koeficijent aktivnosti manji,

topljivost klotrimazola u odabranom otapalu je bolja.

Compounds | Properties l Lout file [ Jtab file l

: [‘ll] [LIB E Show extended output [ Show results sub-tables

J (1) Ctiob_1.tab (X ‘

Nr Compound In{gamma)
1 Clotrimazol -2.82081658
2 thymal 0.06558315
3 octanoic_add 0.00405012

Property Jjcb 1 : Activity coefficients ln(gamma) ;
Settings job 1 : T= 258.15 K ; =(2)= 0.2500 =(3)= 0.7500 ;

Units job 1 : Concentrations x : mole fractiom ;

l Filter | ACTIVITY COEFFICIENT No.1 298.15 I(J

Slika 5. Logaritam koeficijenta aktivnosti In(y) klotrimazola u DES-u Ty:C8 (1:3)

3.2.3. Eksperimentalna provjera topljivosti klotrimazola u niskotemperaturnim
eutektickim otapalima
Niskotemperaturna eutekticka otapala mogu se koristiti kao otapala za u vodi slabo
topljive API-je i kao zamjena za uobiCajeno koriStena otapala za farmaceutsku namjenu
(Palmelund i sur., 2019). Za eksperimentalnu provjeru topljivosti, klotrimazol u prahu otopi se
u odabranim DES-ovima (Ty:C8, Ty:C10 i Ty:Cou) tako da se dobije prezasi¢ena otopina.
Smjese su mijesane u termobloku na 25 °C pri 1400 rpm tijekom 24 sata. Potom je smjesa

centrifugirana 5 minuta pri 114 okretaja te je izuzet supernatant koji je potom razrijeden 200
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puta sa 100 %-tnim acetonitrilom. Za izradu bazdarnog pravca klotrimazol se otopi u
referentnom otapalu (30 % 0,1 M Kkalij-fosfatni pufer i 70 % 100 %-tni acetonitril).
Kvantitativna i kvalitativna analiza klotrimazola u niskotemperaturnim eutektickim otapalima
provedena je upotrebom HPLC-a s UV-Vis detektorom. Identifikacija spoja provedena je
usporedbom vremena zadrzavanja razdvojenih spojeva s vremenom zadrzavanja standarda.
Kromatogrami klotrimazola odredeni su pri 210,4 nm (Slika 6). Na temelju jednadzbe

bazdarnog pravca izra¢unata je kvantitativna vrijednost koncentracije klotrimazola.

Kromatografski uvjeti:

* Kolona: AgilentProshell 120 2,1 x 150 mm

* Pokretna faza: A: 0,1 M kalij-fosfatni pufer (pH=7) i B: 100 %-tni acetonitril
* Eluiranje: izokratsko: 30 % otapala A 170 % B

* Injektirani volumen: 5 uL

» Temperatura injektiranja: 25 °C

« Protok: 0,35 mL min™*

* Temperatura kolone: 25 °C

* Vrijeme analize: 7 min

* Detektor: UV/Vis

Data file: 2021-03-24 12-53-24+01-00-04.dx Operator: Labos
Instrument: HPLC1 Injection date: 2021-03-24 12:54:23+01:00
Inj. volume: 5.000 Location: P1-E4
Acq. method: clotrimazol_70ACN.amx Type: Sample
Processing method: obrada.pmx Sample amount: 0.00
Manually modified: None
DAD1A,Sig=210,4 Ref=360,100
4000 ]
'l
3500 1”{*'
3000 |‘|
2500 ||
=2
2000 | |
15004 ||
10004 \ \
™ m@0 o3 [ 2
5001 2o 2R |
o Yy vvy vv || v
02040608 1 12141618 2 22242628 3 3.23.43.638 4 42444648 5 52 54 5658 6 6.2 6.4 6.6 6.8 7
Time [min]

Slika 6. Kromatogram klotrimazola odreden pri 210,4 nm u referentnom otapalu (30 % 0,1 M
kalij-fosfatni pufer i 70 % 100%-tni acetonitril)
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3.2.4. Stabilnost klotrimazola u niskotemperaturnom eutektickom otapalu

Stabilnost klotrimazola (KLO) ispitivala se u DES-u koji je pokazao najbolju topljivost,
Ty:C8 (1:3) te su dodatno odabrana jo§ dva DES-a: Pro:Ma 1:1 (50 % H.0) i ChCI:U 1:2 (10
% H,0). Dodatni DES-ovi nasumi¢no su odabrani kako bi se provjerila stabilnost KLO u
hidrofilnim DES-ovima. Osim toga, uz KLO u Pro:Ma i ChCI:U, otopljen je i KLO uz dodatak
ciklodekstrina (0,5 % mase DES-a) za koji je poznato da moze biti dio formulacije lijeka i
pridonjeti stabilnosti API-ja. Nakon pripreme, odnosno vaganja izracunatih masa komponenata,
smjese su stavljene u termoblok na 25 °C 24 sata. Nakon navedenog vremena ChCI:U se nije
pokazao dobrim otapalom za otapanje klotrimazola, pa je stabilnost pracena 6 dana u Ty:CS8,
odnosno 14 dana u Pro:Ma, pri sobnoj temperaturi i pri +4 °C. Spektrofotometrijski je odredena
apsorbancija za KLO u Ty:C8 pri 297 nm, a za KLO Pro:Ma pri 271 nm te za kompleks KLO-
CD u Pro:Ma pri 272 nm. Rezultat je prikazan kao graf ovisnosti omjera A/Ao (izmjerene

apsorbancije odredeni dan i apsorbancije na pocetku mjerenja) o vremenu (dan).

3.2.5. Ispitivanje citotoksi¢nosti klotrimazola na HaCaT stani¢noj liniji

HaCaT stanice ¢uvane su na -70 °C u mediju za smrzavanje. Ampula sa stanicama (1
mL) koje su bile zamrznute, odmrznu se naglim uranjanjem u vodenu kupelj na 30 °C. Nakon
centrifugiranja, supernatant se ukloni pipetom, a talog stanica se resuspendira u mediju za uzgoj
koji sadrzi 10 % FBS. Stanice se zatim prebace u Petrijevu zdjelicu, u inkubator s reguliranom
atmosferom (95 % zraka i 5 % COy) i temperaturom (37 °C) uz redovito pasaziranje stanica
koje su postigle konfluentnost ili su potroSile hranjive tvari u mediju za uzgoj stanica pa ih je
zato potrebno precijepiti.

Prije pocetka rada, Petrijeva zdjelica sa stanicama izvadi se iz inkubatora i pogleda da
li je doslo do promjene boje medija, jer promjena boje moze ukazati na prerastanja stanica i
potro$nju medija, ali i na mogucu nezeljenu kontaminaciju kulture stanica. Takoder, pod
mikroskopom se provjeri morfologija stanica te se zapoCinje s postupkom tripsiniziranja
adherentnih stanica, a potom i odredivanja njihovog broja. Postupak se provodi u laminaru koji
osigurava asepti¢ne uvjete rada. Postupak zapocCinje uklanjanjem hranjivog medija te dodatkom
1 mL PBS-a za ispiranje, kojeg odmah uklonimo. Zatim se dodaje 1 mL tripsina koji je zagrijan
i resuspendiran zbog homogenosti. Petrijeva zdjelica se vrati u inkubator na 10-tak minuta.
Djelovanjem tripsina stanice se zaokruze i odvoje od povrSine §to se provjeri pomocu
mikroskopa. Zatim se dodaje 1 mL medija te resuspendirane stanice koristimo za odredivanje
broja stanica. Alikvot suspenzije stanica (20 uL) pomijesa se sa bojom tripan plavo (20 uL) te

20 uL nanesemo na Neubauer komoru za brojanje koja se sastoji od 4 velika kvadrata, a svaki
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veliki kvadrat sadrzi 16 manjih kvadrata. Ukupan broj stanica po mililitru izraCuna se pomoc¢u

formule:

broj stani , . .
Drojstanied _ ukupan broj stanica u 4 velika kvadrata x 5000 [1]
mL suspenzije

Stanice se zatim nacjepljuju u plo¢u sa 96 jazica, u pocetnoj koncentraciji 3x10* stanica
po mL i volumenu od 100 pL, s tim da se rubne jazice ne nacjepljuju. Plo¢u vratimo u inkubator
na 24 sata kako bi se stanice prihvatile za podlogu te pocele rasti i dijeliti. Nakon 24 h stanice
tretiramo DES-om (Ty:C8) i formulacijom (KLO u Ty:C8) pri razli¢itim koncentracijama
(0,01-10 mg mL™), a za svaku koncentraciju su postavljene &etiri paralele. Plo¢u vratimo u
inkubator te nakon 72 sata odredimo ucinak otapala i formulacije na stanice primjenom MTS
metode.

MTS metoda je kolorimetrijska metoda koja se koristi za procjenu stani¢ne proliferacije,
vijabilnosti i citotoksi¢nosti. Reagens se sastoji od tetrazolijeve soli MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolij] i PES (fenazin etosulfat), a
metoda se temelji na redukciji MTS u stanicama ¢ime se dobiva obojen produkt, formazan, koji
je topljiv u mediju. Redukciju provode enzimi dehidrogenaze ovisne o NAD(P)H u metabolicki

aktivnim stanicama. Enzimska redukcija MTS-a u formazan prikazana je na Slici 7.

OCH;COOH OCH,COOH
S0 ENIZIM S03
N DEHIDROGENAZA 0
. N~
~ N z "N
=\! N H
N=Ne [ v Ny
s s
Nf\ N%\
MTS Formazan

Slika 7. Enzimska redukcija MTS u formazan (Kuete i sur., 2017)

Nakon 72 sata iz jazica se ukloni medij s ispitivanom tvari, doda PBS i odmah ukloni te
se doda 100 pL svjezeg medija s otopinom MTS (10% v/v). Ploca se vrati u inkubator 3-4 sata.
Intenzitet boje odredi se spektrofotometrijski pomocu ¢itaca ploca pri valnoj duljini od 492 nm,
a apsorbancija je proporcionalna broju zivih stanica. Prezivljenje stanica (%) izracuna se kao

omjer apsorbancije tretiranih stanica i kontrole:

srednja vrijednost apsorbancije tretiranih stanica

Prezivljenje stanica = x 100 [2]

srednja vrijednost kontrole
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Srednja vrijednost i standardna devijacija izraCunata je pomocu naredba Excel programa
(AVARAGE, odnosno STDEV). AVARAGE vraca prosjek (aritmeti¢ku sredinu) argumenta, a
STDEV procjenjuje standardnu devijaciju na temelju uzorka.

3.2.6. Odredivanje permeabilnosti

Podaci kazu da se 80-95 % lijekova apsorbira prvenstveno pasivnom difuzijom, stoga
je bilo potrebno razviti brzi i jeftini test permeabilnosti koji ¢e rezultirati podacima o
ucinkovitosti pasivne difuzije ispitivane tvari kroz razli¢ite membrane (Kerns i sur, 2004).
Pasivna difuzija je fizikalno-kemijski proces i na njega utjeCu osnovna fizikalno-kemijska
svojstva kao Sto su lipofilnost, vodikove veze, molekulska masa, pKa, rotacijske veze te
strukturne znacajke molekule. Poznavajuéi permeabilnost molekule pasivnom difuzijom,
moguce je uciniti strukturne modifikacije molekule za optimizaciju permeabilnosti (Schmidt i
Lynch, 2003).

Za potrebe odredivanja permeabilosti pasivnom difuzijom razvijen je test propusnosti
umjetne membrane poznat kao PAMPA (engl. Parallel Artificial Membrane Permeability
Assay). PAMPA je metoda kojom se brzo i u¢inkovito moze odrediti permeabilnost spoja kroz

membranu pasivnom difuzijom (Kerns i sur., 2004).

3.2.6.1. PAMPA test

PAMPA je prvenstveno razvijena za predvidanje pasivne permeabilnosti kroz
gastrointestinalni trakt, no prilagodena je i drugim sustavima kao Sto je krv-mozak barijera i
koza (Bennion i sur., 2017). Prema Balimane i sur. (2000) PAMPA se odlikuje brzim
provodenjem analize, niskom cijenom te moguénoséu ispitivanja permeabilnosti velikog broja
spojeva, a instrumenti za provodenje analize komercijalno su dostupni. Takoder, ova tehnika je
manje zahtjevna od kultura stanica ili in vivo metoda, no ograni¢enje je nemogucnost
razumijevanja prolaska spojeva aktivnim transportom ili hidrofilnih spojeva male molekulske
mase.

Novi spojevi koji su dizajnirani i sintetizirani sa ciljem optimizacije aktivnosti,
selektivnosti ili fizikalno-kemijskih svojstava, mogu se analizirati PAMPA testom kako bi se
procijenio utjecaj optimizacije na permeabilnost molekule pasivnom difuzijom. Osim upotrebe
za predvidanje in vivo apsorpcije tijekom otkrivanja i razvoja novog lijeka, PAMPA je korisna
za testove aktivnosti na bazi stanica te testove permeabilnosti spojeva kroz razne tkivne barijere
(Kerns i sur., 2004). PAMPA metoda takoder se moze koristiti za odredivanje u¢inka pH na
permeabilnost spoja podesavanjem pH otopina koristenih u analizi (Schmidt i Lynch, 2003).

PAMPA pruza uvid u mehanizam pasivne difuzije, no ne obuhvaca ucinak prisutnosti

25



metabolickih i transportnih proteina (Kerns i sur., 2004). Predstavlja alternativu za probir
kemijskih spojeva, gdje se membrana sisavaca oponasa sustavima lipidnih membrana poduprtih
filterom (Nozini¢ i sur., 2010). Schmidt i Lynch (2003) utvrdili su kako male varijacije u
protokolu provodenja PAMPA testa ne utjeCu na permeabilnost, no razlike u sadrzaju lipida
karakteristicnih za odredeni tip membrane mogu dati razliCite rezultate za neke spojeve, §to
omogucuje upotrebu PAMPA metode za mjerenje permeabilnosti putem lipidnih formulacija
koje oponasaju razli¢ite tipove membrana. Za ciljanu barijeru vazno je odabrati odgovaraju¢u
smjesu 1 koncentraciju lipida kako bi se S§to toc¢nije odredila permeabilnost i1 korelacija s
podacima o apsorpciji kod ljudi.

U PAMPA testu se koriste dvije jazice odvojene umjethom membranom koja se sastoji
od lipida u organskom otapalu nanesenih na poroznu matricu filter ploce. U eksperimentu,
ispitivani spoj se razrijedi u puferu i stavi u donorsku jazicu te pasivnom difuzijom prolazi
umjetnu membranu i ulazi u akceptorsku jazicu (Kerns i sur., 2004) kao $to je prikazano na
Slici 8. Mjeri se opseg permeabilnost kroz membranu i usporeduje s poznatim opsegom
apsorpcije lijeka kod ljudi, $to je pokazalo dobru korelaciju izmedu protoka tvari kroz PAMPA
sustav i apsorpcije velikog broja dobro karakteriziranih lijekova in vivo kod ljudi (Balimane i
sur., 2000). Schmidt i Lynch (2003) navode kako u obzir treba uzeti i vrijeme provodenja
eksperimenta. Rezultati za visoko i srednje permeabilne spojeve pokazuju kako se
permeabilnost nije puno razlikovala unutar 4-48 sati, dok je tijekom vremena uoc¢ena znacajna

razlika kod spojeva s niskom permeabilnosti.

Donorska jaZica

_

Umjetna membrana
na filteru

Pasivna difuzija

Akceptorska jaZica

0 sati 2-16 sati

Slika 8. Sustav donorske i akceptorske jazice prije i nakon inkubacije (Schmidt i Lynch,
2003)
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Eksperiment je proveden prema protokolima iz znanstvene literature, na plo¢i s 96
jazica. Procjenjuje se sposobnost spojeva da difundiraju iz donorske jazice, kroz PVDF
(poliviniliden fluorid) membranski filtar prethodno tretiran organskim otapalom koji sadrzi
lipide, u odgovaraju¢u akceptorsku jazicu (Schmidt i Lynch, 2003). Postupak zapocinje
pripremom umjetne membrane pomocu 1 % otopine lecitina u dodekanu. Kako bi se osiguralo
potpuno otapanje moguce je provesti sonifikaciju otopine. Schmidt i Lynch (2003) navode kako
ovako pripremljena lipidna umjetna membrana (lecitin/dodekan) nije prikladna za precizno
odredivanje permeabilnosti svih klasa lijekova. Nakon pripreme membrane, pazljivo
pipetiramo 5 puL smjese lecitin/dodekan u svaku donorsku jazicu pazeéi pri tom da s vrhom
pipete ne dodirujemo filter. Membranu ostavimo da se susi tijekom 24 sata. Pripremimo otopine
tvari koju zelimo ispitati: formulacija (5 mg klotrimazola u 1 mL Ty:C8), formulacija
razrijedena 50 % sa 10 %-tnim DMSO, klotrimazol (5 mg u 1 mL 100 %-tnog DMSO) i DES
(Ty:C8). Nakon suSenja umjetne membrane, u svaku akceptorsku jazicu dodaje se 300 pL
pufera (5 % DMSO u PBS-u), osim u akceptorske jazice gdje ¢e se pratiti permeabilnost
razrijedene formulacije gdje se nanosi 300 uL pufera (5 % DES u PBS-u). U donorske jazice
se potom nanosi 150 pL pripremljenih otopina. Donorska ploca se stavlja na akceptorsku tako
da je dno membrane u kontaktu sa puferom u akceptorskoj jazici. Sustav poklopimo
odgovaraju¢im poklopcem, plocu zatvorimo parafilmom i ostavimo na sobnoj temperaturi 24
sata. Studije permeabilnosti radene su u tri paralele. Nakon 24 sata, izuzimaju se otopine iz
akceptorske jazice i odredi se njihov volumen te se analiziraju pomocu HPLC-a i
spektrofotometra. Kromatografski uvjeti opisani su u poglavlju Eksperimentalna provjera
topljivosti klotrimazola u niskotemperaturnim eutekti¢kim otapalima, no koriStena je kolona
AgilentProshell 120 4,6 x 150 mm. Rezultat je prikazan kao postotak API-ja u akceptorskoj
jazici, prema sljedecoj jednadzbi, gdje je ¢l koncentracija API u donorskoj jazici na pocetku

mjerenja, a c2 koncentracija API u akceptorskoj jaZici nakon 24 sata od nanoSenja uzoraka:

% API u akceptorskoj jazici = Z—i * 100 [3]
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Farmaceutska industrija zahtijeva upotrebu otapala, naj¢e$c¢e organskih, koja se koriste
za procese sinteze, pro¢is¢avanja, kristalizacije i formulacije aktivnih farmaceutskih sastojaka.
Nadalje, otapala imaju ulogu u dizajniranju sustava kontrolirane isporuke lijeka, na primjer za
transdermalnu isporuku lijekova slabo topljivih u vodi. Medutim, organska otapala su hlapljiva,
zapaljiva i toksi¢na (Emami i Shayanfar, 2020), pa se intenzivno istrazuje moguénost primjene
alternativnih otapala koja ¢e biti u skladu sa principima Zelene kemije.

Niskotemperaturna eutekticka otapala pokazala su se kao dobra zamjena
konvencionalnih otapala, prvenstveno zbog niske temperature taliSta smjese, niske hlapljivosti
i nezapaljivosti te biorazgradivosti. Jednostavnom pripremom DES-a iz prirodnih ili
biorazgradivih materijala dobiva se prirodno niskotemperaturno eutekticko otapalo (NADES)
koje se, zbog komponenata koje ga Cine, smatra netoksi¢nim i bezopasnim za okoli§. DES i
NADES su pokazali moguéu primjenu kao otapala za API-je i rijeSavanje problema
polimorfizama, slabe topljivosti, kemijske stabilnosti i permeabilnosti §to vodi poveéanju
biodostupnosti i terapeutske ucinkovitosti lijeka. API se moze prevesti u tekuci oblik tako da
postane dio DES-a, ¢ime se dobiva terapeutsko niskotemperaturno eutekticko otapalo, a
ugradnja API-DES sustava u (bio)polimere moze posluziti za dizajn kontroliranih sustava
isporuke lijeka. Navedene karakteristike u proteklih 5 godina potakle su izniman interes za
istrazivanjem ovih otapala u farmaceutskom i biomedicinskom podrucju.

Klotrimazol je aktivni farmaceutski sastojak lijekova koji pokazuje Sirok raspon
antimikoti¢nog ucinka, no istrazuje se i za lijeCenje drugih bolesti. Prvenstveno se koristi u
lijekovima za topikalnu primjenu, a karakterizira ga niska topljivost i dobra permeabilnost, iz
Cega proizlazi i njegova niska biodostupnost. Iz tog razloga, cilj ovoga rada bio je ispitati
moguénost primjene niskotemperaturnih eutektickih otapala u razvoju formulacije lijeka s
klotrimazolom kao aktivnim farmaceutskim sastojkom. S obzirom na velik broj potencijalnih
DES-ova, za predvidanje topljivosti klotrimazola koristio se racunalni program COSMOtherm.
Najbolja topljivost API-ja predvidena je u hidrofobnim DES-ovima te su na temelju in silico
analize tri DES-a odabrana za eksperimentalnu provjeru topljivosti primjenom tekuéinske
kromatografije visoke djelotvornosti. Na temelju rezultata topljivosti, odabrana je formulacija
u kojoj je spektrofotometrijski pracena stabilnost klotrimazola tijekom vremena, na dvije
razlicite temperature, te su dodatno odabrana dva DES-a za pracenje stabilnosti klotrimazola u
hidrofilnim DES-ovima, a osim toga, ispitana je moguénost poboljsanja stabilnosti stvaranjem

inkluzijskog  kompleksa klotrimazola sa ciklodekstrinom.  Citotoksi¢ni  uéinak
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niskotemperaturnog eutektickog otapala i odabrane formulacije ispitan je na HaCaT stani¢noj

liniji, a provedbom PAMPA testa odredena je njena permeabilnost.

4.1. PROCIJENJENA TOPLJIVOST KLOTRIMAZOLA U NISKOTEMPERATURNIM
EUTEKTICKIM OTAPALIMA POMOCU RACUNALNOG PROGRAMA
COSMOtherm
Pomoc¢u racunalnog programa COSMOtherm predvidena je topljivost klotrimazola u

razli¢itim niskotemperaturnim eutektickim otapalima. Procjena topljivosti napravljena je za
DES-ove s razli¢itim udjelima vode (0 %, 10 %, 20 %, 30 % i 50 %). U Tablici 4 prikazani su
molarni omjeri komponenti DES-a s udjelom vode 0 %, a izracunate In (y) vrijednosti prikazane
su na Slici 9. Sto je logaritam koeficijenta aktivnosti manji, to je topljivost klotrimazola u
otapalu veca. Najbolja topljivost klotrimazola predvidena je u hidrofobnim DES-ovima, od

kojih su tri odabrana za sintezu u svrhu eksperimentalnog odredivanja topljivosti:

e Timol:oktanska kiselina (Ty:C8) 1:3
e Timol:dekanska kiselina (Ty:C10) 1:1
e Timol:kumarin (Ty:Cou) 3:2

Tablica 4. Molarni omjeri komponenti DES-a s udjelom vode 0 % u kojima je predvidena

topljivost klotrimazola pomo¢u ra¢unalnog programa COSMOtherm

DES MOLARNI DES MOLARNI DES MOLARNI
OMJER OMJER OMJER
B:CA 1:1 ChCI:CA 2:1 CA:Fru 1:1
B:Glc 1:1 ChCLEG 1:2 CA:Fru:Gly 1:1:1
B:Gly 1:2 ChCI:Fru 1:1 CA:Glc 1:1
B:OxA:Gly 1:2:1 ChCI:Glc 2:1 CA:Glc:Gly 1:1:1
B:Ma 1:1 ChCI:Gly 1:2 CA:Sor 2:3
B:Ma:Glc 1:1:1 ChCl:Ma 1:1 CA:Suc 1:1
B:Ma:Pro 1:1:1 ChCl:Mal 4:1 Fru:EG 1:2
B:EG 1:1 ChCI:OxA 1:1 Fru:Glc:U 1:1:2
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B:Arg 1:1 ChCl:Pro:Ma 1:1:1 Glc:EG 1:2
B:His 1:1 ChCl:Suc 2:1 Glc:Fru 1:1
B:Lys 1:1 ChCl:Sol 1:1 Glc:Fru:EG 1:1:2
B:Xyl 1:1 ChCl:Sor 1:1 Gly:Glc 2:1
B:Suc 4:1 ChCl:U 1:2 Gly:Sol 2:1
Ma:Fru 1:1 ChCl:U:EG 1:2:2 Me:Cam 1:1
Ma:Fru:Gly 1:1:1 ChCIl:U:Gly 1:2:2 Me:EU 1:1
Ma:Glc 1:1 ChCIl: Xyl 2:1 Me:PA 1:1
Ma:Glc:Gly 1:1:1 ChCl:Xyol 5:2 Me:SA 4:1
Ma:Sor:Gly 1:1:2 Pro:Glc:Gly 1:1:1 Me:C8 1:1
Ma:Suc 2:1 Pro:Ma 1:1 Me:C10 1:1
Ty:C8 1:3 Suc:EG 1:2 Me:C18:2 1:1
Ty:C10 1:1 Suc:Glc:Fru 1:1:1 Me:Ty 3:2
Ty:Cou 3:2 Suc:Glc:U 1:1:2 Xyl.EG 1:2
Sor:EG 1:2 Sol:EG 1:2

* B-betain; ChCl-kolin-klorid; CA-limunska kiselina; Fru-fruktoza; Glc-glukoza; Gly-glicerol; Ma-jabu¢na
kiselina; Pro-prolin; Suc-saharoza; Sor-sorboza; Sol-sorbitol; Xyl-ksiloza; Me-L-mentol; Ty-timol; OxA-oksalnha
kiselina; EG- etilen-glikol; Arg-arginin; His-histidin; Lys-lizin; Mal-maltoza; U-urea; Cam-kamfor; EU-
eukaliptol; PA-perililna kiselina; SA-salicilna kiselina; C8-oktanska kiselina; C10-dekanska Kiselina; C18:2-

linolna kiselina; Cou-kumarin
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AKCEPTOR VODIKOVE VEZE (HBA)
Fru Gle | Gy | Ma | Po | Suc | Sor Sol Xyl Me Ty

DONOR VODIKOVE YEZE (HBD)

Slika 9. Vrijednosti In (y) klotrimazola u razli¢itim DES-ovima sa udjelom vode 0 % predvidene

programom COSMOtherm

Najbolja topljivost klotrimazola primjenom racunalnog programa COSMOtherm
predvidena je u hidrofobnim otapalima. Veéina dosadasnjih studija ispitivanja
niskotemperaturnih eutektic¢kih otapala kao alternativnih otapala u pobolj$anju svojstva API-ja
opisuje primjenu hidrofilnih DES-ova. Koncept hidrofobnog DES-a uveli su van Osch i sur.
(2015) kada su kombinirali dekansku kiselinu kao donora vodikove veze s razli¢itim kvarternim
amonijevevim solima kao akceptorima vodikove veze. Najces¢i donori vodikove veze su
kiseline dugog lanca (npr. oktanska ili dekanska kiselina) i terpeni poput timola i mentola, a
akceptori vodikove veze su dugolancane tetraalkil-amonijeve soli i terpeni (timol moze biti i
donor i akceptor vodikove veze) (Warrag i Kroon, 2019). Od tada, sve je viSe studija usmjereno
na istrazivanje mogucée primjene hidrofobnih DES-ova u razvoju poboljSanih formulacija

lijekova, kao i1 u drugim podruc¢jima industrije.

4.2. TOPLJIVOST KLOTRIMAZOLA U NISKOTEMPERATURNIM EUTEKTICKIM
OTAPALIMA
Za eksperimentalno odredivanje topljivosti, na temelju predvidanja pomocu ra¢unalnog
programa COSMOtherm, odabrana su tri DES-a: Ty:C8 (1:3), Ty:C10 (1:1) te Ty:CoU (3:2).

Kvalitativna i kvantitativna analiza klotrimazola otopljenog u odabranim otapalima provedena
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je primjenom tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti. Bazdarni pravac (Slika 10)
napravljen je na temelju rezultata HPLC analize klotrimazola otopljenog u referentnom otapalu
(30 % 0,1 M kalij-fosfatni pufer i 70 % 100 %-tni acetonitril). Bazdarni pravac prikazan je kao

ovisnost povr§ine pikova (A) i poznatih koncentracija (c¢) s odgovaraju¢om jednadzbom.

Bazdarni pravac

30000
y =46517x + 2632,3

25000 R2=0,9369
20000
< 15000
10000
5000
0

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

¢ (mg mL?)

Slika 10. Bazdarni pravac klotrimazola

Iz jednadZbe pravca izracunata je topljivost klotrimazola u DES-ovima. U Tablici 5
navedeni su rezultati. lako je COSMO program previdio najbolju topljivost klotrimazola u
DES-u Ty:C10, a zatim Ty:C8 te Ty:Cou, eksperimentalno odredivanje topljivosti ukazuje da
je najbolji DES za otapanje klotrimazola Ty:C8 (1:3). Otapanjem 151,62 mg klotrimazola u 1
mL niskotemperaturnog eutektickog otapala Ty:C8, rezultat je eksperimentalno potvrden. Svi
odabrani DES-ovi pokazali su znacajno bolju topljivost klotrimazola, u usporedbi sa njegovom
topljivosti u vodi (4,9x10* mg mL?) (Bolla i sur., 2019). Upravo je ovaj rezultat, uz druge
navedene studije ispitivanja DES-a kao otapala za poboljsanje topljivosti molekula slabo
topljivih u vodi, potvrdio njegovu mogucu primjenu u ovom podrucju istrazivanja. Takoder,
vazno je napomenuti kako je COSMO na temelju predvidanja omogucio odabir najboljih DES-
ova za otapanje klotrimazola, ¢ime je znacajno smanjen utroSak kemikalija i vrijeme

eksperimentalnog rada koje bi bilo potrebno za izbor najboljeg otapala.
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Tablica 5. Topljivost klotrimazola u odabranim DES-ovima

EUTEKTICKO OTAPALO TOPLJIVOST (mg mL)

Ty:C8 (1:3) 151,62
Ty:C10 (1:1) 91,51
Ty:CoU (3:2) 120,72

4.3. STABILNOST KLOTRIMAZOLA U NISKOTEMPERATURNIM EUTEKTICKIM
OTAPALIMA
Svrha provodenja testova stabilnosti lijekova je pruzanje dokaza kvalitete API-ja
tijekom vremena pod utjecajem raznih okolisnih ¢imbenika kao $§to su temperatura, vlaga i
svjetlost (WHO, 2009). World Health Organization (2009) propisao je osnovne smjernice
podataka o stabilnosti potrebnih za registraciju API-ja. Mnogi API-ji nisu stabilni u vodenim
otopinama, na primjer farmaceutici koji sadrze ester hidroliziraju tijekom duzeg vremena
skladiStenja, no pokazalo se kako DES-0vi mogu poboljsati kemijsku stabilnost API-ja (Pedro
i sur., 2019). Povecana stabilnost aspirina (Lu i sur., 2016) i B-laktamskih antibiotika (Olivares
i sur., 2018) u niskotemperaturnim eutekti¢kim otapalima potvrduju ovu tvrdnju. Sto se tice
klotrimazola, prema Hoogerheide i Wyka (1982), u normalnim uvjetima skladiStenja je
stabilan, odnosno na njega ne utjeCe toplina (do 70 °C) niti izloZenost svijetlu tijekom dva
tjedna, no kada je u otopini, stabilnost klotrimazola ovisi o pH. U alkalnom mediju je stabilan,
a u kiselom mediju hidrolizira. Razgradni produkti klotrimazola imidazol i (o-

klorofenil)difenilmetanol (Hajkova i sur., 2007) prikazani su na Slici 11.

O O Q (o-klorofenil)difenilmetanol
/

OH

DanW, !

|
N
K\ D imidazol
N

klotrimazol

Slika 11. Razgradni produkti klotrimazola, imidazol i (o-klorofenil)difenilmetanol (Hajkova i
sur., 2007)
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Stabilnost klotrimazola u ovom radu pracena je spektrofotometrijski, u DES-u koji je

pokazao najbolju topljivost Ty:C8 (1:3). Takoder, za test stabilnosti odabrana su jos dva

niskotemperaturna eutekticka otapala, Pro:Ma (1:1) sa udjelom vode 50 % i ChCl:U (1:2) sa

udjelom vode 10 % kako bi se ispitala stabilnost KLO u hidrofilnim DES-ovima. Medutim,

nakon 24 sata u termobloku, KLO u ChCI:U se nije potpuno otopio pa nije odabran za daljnju

analizu. Dakle, stabilnost KLO je pracena u otopinama Ty:C8 i Pro:Ma koje su ¢uvane na

sobnoj temperaturi i na +4 °C kroz 6, odnosno 14 dana. U odredenim vremenima izuzimani su

alikvoti te se pratila stabilnost klotrimazola mjerenjem apsorbancije, a rezultati su prikazani

kao ovisnost apsorbancije (A/A0) o vremenu (t). Graficki prikaz stabilnosti Klotrimazola, pri

sobnoj temperaturi i +4 °C, tijekom vremena u Ty:C8 prikazan je na Slici 12, odnosno u Pro:Ma
(1:1) sa 50 % vode i Pro:Ma (1:1) sa 50 % vode uz dodatak CD na Slici 13.

18
16
14
12
10

A/Ao

o N B OO 0

3

t (dan)

KLO sobna temperatura

KLO +4 °C

Slika 12. Graficki prikaz stabilnosti klotrimazola u Ty:C8 (1:3), pri sobnoj temperaturi i +4

1,4
1,2

0,8

A/Ao

0,6
0,4
0,2

°C, tijekom vremena

6 8
t (dani)

10

12

14

KLO sobna temperatura
KLO +4 °C
KLO+CD sobna temperatura

KLO+CD +4 °C

Slika 13. Graficki prikaz stabilnosti klotrimazola u Pro:Ma (1:1) sa 50 % vode i Pro:Ma (1:1)

sa 50 % vode uz dodatak ciklodekstrina, pri sobnoj temperaturi i +4 °C, tijekom vremena
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Stabilnost klotrimazola u Ty:C8, pri obje temperature, pokazuje da izmjerene
apsorbancije (A) rastu tijekom vremena. To se moze objasniti raspadom klotrimazola tijekom
vremena, odnosno porastom koncentracije razgradnih produkata klotrimazola koji apsorbiraju
pri sliénim valnim duljinama. Klotrimazol je nestabilniji pri sobnoj temperaturi u odnosu na +4
°C. Stoga se moze zakljuciti da klotrimazol u niskotemperaturnom eutekti¢kom otapalu Ty:C8,
nije stabilan. Stabilnost klotrimazola pokusala se poboljsati stvaranjem kompleksa sa
ciklodekstinom u DES-u Pro:Ma. Apsorbancije su mjerene za KLO u Pro:Ma i KLO-CD u
Pro:Ma tijekom vremena, na sobnoj temperaturi i +4 °C. Uoceno je kako klotrimazol, ¢ak ni uz
dodatak ciklodekstrina, nije stabilan u niskotemperaturnom eutektickom otapalu Pro:Ma
tijekom 14 dana. Vrijeme pracenja stabilnosti u odabranim DES-ovim se razlikuje, 6 odnosno
14 dana, no treba napomenuti da je vrijeme pracenja odabrano proizvoljno s obzirom da
klotrimazol nije bio stabilan, nego se ve¢ nakon 24 sata po¢eo degradirati na razgradne produkte
u oba ispitana DES-a, ¢ak i sa dodatkom CD. To $to je pracenje stabilnosti u DES-u Pro:Ma
trajalo duze, ne znaci da je taj DES bolji od Ty:C8 za stabilnost klotrimazola. Ovi rezultati
ukazuju kako Kklotrimazol nije stabilan u odabranim DES-ovima, $to onemogucuje njihovu
primjenu za razvoj poboljSane formulacije lijeka s klotrimazolom, unato¢ postignutoj boljoj
topljivosti u odabranim DES-ovima. No, buduéi da je iz literature poznato da DES moze
poboljsati karakteristike API-ja, pa tako i njegovu stabilnost, trebalo bi ispitati i druge DES-

ove koje ¢e uz topljivost, omoguciti i bolju stabilnost API-ja tijekom vremena.

4.4, CITOTOKSICNOST KLOTRIMAZOLA U NISKOTEMPERATURNIM
EUTEKTICKIM OTAPALIMA
Klotrimazol je antimikotik koji se najceSc¢e koristi kao API u lijjekovima za topikalnu
primjenu, pa je ispitivanje bioloSke aktivnosti klotrimazola provedeno na HaCaT stani¢noj
liniji, odnosno stanicama keratinocita. Stanice su tretirane formulacijom (KLO u Ty:C8) i
niskotemperaturnim eutektickim otapalom (Ty:C8) u rasponu koncentracija od 0,01 do 10 mg
mL, a prezivljenje stanica odredeno je kolorimetrijskom MTS metodom. Utjecaj formulacije

I DES-a na prezivljenje stanica (%) prikazan je na Slici 14.
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Slika 14. Utjecaj DES-a (Ty:C8) i formulacije (KLO u Ty:C8) na prezivljenje HaCaT stanica

Niskotemperaturno eutekticko otapalo Ty:C8 pokazalo je najveéi inhibitorni ué¢inak na
rast HaCaT stanica pri najvecoj ispitanoj koncentraciji 10 mg mL™. Prezivljenje HaCaT stanica
pri toj koncentraciji DES-a iznosilo je 89,92 %. Takoder, pri koncentraciji 10 mg mL™,
formulacija KLO u Ty:C8 pokazala je najveci inhibitorni u¢inak na stanice, sa prezivljenjem
od 84,67 %. lako su i DES i formulacija pokazali najvecu inhibiciju rasta HaCaT stanica pri
najveéoj ispitanoj koncentraciji (10 mg mL™), oni nisu izazvali inhibiciju veéu od 50 % stoga
nije izraCunata ICso vrijednost, odnosno ona koncentracija ispitivane tvari pri kojoj je
prezivljenje stanica 50 %. Na temelju rezultata moze se zakljuciti da je inhibitorni u¢inak na
stanice ovisan o koncentraciji odabranog DES-a Ty:C8 i formulacije klotrimazola otopljenog u
tom DES-u, no opcenito sve ispitane koncentracije pokazuju nisku citotoksi¢nost prema HaCaT
stanicama.

4.5. PERMEABILNOST KLOTRIMAZOLA U NISKOTEMPERATURNIM
EUTEKTICKIM OTAPALIMA
Vecina lijekova, kako bi dosla do ciljanog mjesta djelovanja, mora pro¢i kroz barem
jednu stani¢nu membranu. Kod eukariota postoje dva glavna modela transporta molekula kroz
membrane: aktivan i pasivan transport (Bennion i sur., 2017). Razvoj genomike i kombinatorne
kemije, zajedno s tehnoloSkim inovacijama omogucio je sintezu velikog broja potencijalnih
lijekova, no glavni izazov za razvoj tih potencijalnih lijekova postalo je odredivanje bioloske

aktivnosti te biofarmaceutskih svojstva lijekova kao $to su topljivost, stabilnost i permeabilnost
(Balimane i sur., 2000).
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Koeficijent permeabilnosti je mjera brzine kojom spoj moze proc¢i kroz membranu
(Yang i Hinner, 2015). U predvidanju permeabilnosti molekule vazno svojstvo je lipofilnost
molekule (log P), a odreduje se mjerenjem logaritma koeficijenta raspodjele izmedu oktanola i
vode (van Breemen i Li, 2005). Eksperimentalno odredeni log P klotrimazola iznosi 6,1 (Bolla
i sur., 2019). Predvidanje log P vazno je u postupku dizajniranja lijeka, jer je klju¢no znati
lipofilna svojstva spoja prije sinteze (Bennion i sur., 2017), medutim postoji znacajna razlika
izmedu oktanol/voda i membrana/voda koeficijenta raspodjele (van Breemen i Li, 2005).
Postoji nekoliko ra¢unalnih metoda koje ra¢unaju log P za pocetno predvidanje lipofilnosti
odnosno permeabilnosti, a jedna od najjacih in silico tehnika za simulaciju molekularnog
procesa difuzije na atomskoj razini je molekularna dinamika (MD), koja je racunalno vrlo
zahtjevna metoda (Bennion i sur., 2017).

Razvijen je niz modela za predvidanje permeabilnosti pomocu racunala, od relativno
jednostavnih kvantitativnih do slozenih farmakokinetickih i farmakodinamickih modela, u
svrhu zamjene za in vitro i in vivo analize (van Breemen i Li, 2005). Najvise koriSten in silico
pristup procjene permeabilnosti membrane je QSPR (engl. Quantitative Structure-Permeability
Relationship), kvantitativni model koji koristi statisticke odnose iz eksperimentalnih mjerenja
permeabilnosti u kombinaciji s fizikalno-kemijskim svojstvima spoja (Bennion i sur., 2017).
Uz in silico metode, najc¢eséi ne-bioloski modeli ispitivanja permeabilnosti su IAM i PAMPA.
IAM (engl. Immobilised Artificial Membrane chromatography) je tekucinska kromatografija
reverzne faze (van Breemen i Li, 2005) koja koristi imobilizirane umjetne membrane, odnosno
jedan sloj fosfolipida kovalentno vezan na Cestice silicijevog dioksida, oponaSajuci tako lipidni
okoli§ fluidne stani¢ne membrane na ¢vrstom matriksu (Taillardat-Bertschinger i sur., 2003).

Prema van Breemen i Li (2005), iako su umjetne membrane korisne za predvidanje
permeabilnosti pasivno transportiranih spojeva, one se razlikuju od bioloskih membrana.
Stani¢ni modeli koriste besmrtne stanice koje brzo rastu u monosloju i prolaze spontanu
diferencijaciju. Caco-2 stanice, izolirane iz adenokarcinoma debelog crijeva ¢ovjeka, najcesci
su in vitro alati za predvidanje potencijala permeabilnosti i apsorpcije lijeka (Nozini¢ i sur.,
2010). Dakle, kao modeli barijera Siroko se koriste razli¢iti umjetni lipidni dvosloji ili stani¢ni
monoslojevi (Yang i Hinner, 2015).

Brze metode koje ne zahtijevaju upotrebu zivotinjskog tkiva trebale bi se koristiti kao
primaran model za procjenu permeabilnosti tijekom ranog otkrica lijeka, a zatim se sekundarni
probir moze provesti in vitro sustavom (na bazi stani¢nih kultura ili zivotinjskog tkiva).
Razumna uporaba razlicitih tehnika procjene permeabilnosti tijekom otkrica lijeka moze

osigurati odabir dobrih kandidata za daljnji razvoj lijeka (Balimane i sur., 2000). Kao metoda
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procjene permeabilnosti u ovom radu odabran je PAMPA test, a rezultati su prikazani na Slici
15.

=
o

Formulacija Formulacija Klotrimazol u 100 %-
(klotrimazol u Ty:C8)  razrijedena 50 % u 10 tnom DMSO
%-tnom DMSO

% API u akceptorskoj jaZici
O R N W b U O N 0 O

Slika 15. Permeabilnost odredena PAMPA testom

Permeabilnost formulacije, razrijedene formulacije i klotrimazola u DMSO kroz
umjetnu lipidnu membranu odredena je PAMPA testom, a rezultat je prikazan kao postotak
APIl-ja u akceptorskoj jazici nakon 24 sata od nanoSenja uzoraka. Koncentracije APIl-ja u
akceptorskoj jazici odredene su HPLC-om i spektrofotometrom. Koncentracija APIl-ja iz
formulacije koja je permeabilizirala u akceptorsku jazicu iznosi 0,04 mg mL*, API iz
razrijedene formulacije nije permeabilizirao, a koncentracija APl iz DMSO koja je
permeabilizirala preko membrane iznosi 0,49 mg mL™. Kod razrijedene formulacije, analizom
na HPLC-u nije uocen pik, odnosno koncentracija API-ja u akceptorskoj jazici je nula, $to je
ocekivano, jer je formulacija pokazala nisku permeabilnost kroz membranu. MozZe se zakljuciti
da odabrani DES nije poboljsao permeabilnost s obzirom da je veé¢i udio klotrimazola
permeabilizirao iz DMSO (9,86 %) u odnosu na DES Ty:C8 (0,83 %). lako je DES Ty:C8
pokazao poboljsanu moguénost otapanja klotrimazola u visokoj koncentraciji, iz rezultata
PAMPA testa proizlazi kako bi niska permeabilnost formulacije najvjerojatnije u konacnici
rezultirala niskom biodostupnosti klotrimazola iz DES-a.

U zavrSsnom radu Naki¢ (2021) ispitana je antimikrobna aktivnost terapeutskih
niskotemperaturnih eutektickih otapala. Svi test-mikroorganizmi pokazali su osjetljivost na
THEDES, pri ¢emu se Escherichia coli 3014 pokazala kao najosjetljivija bakterija, dok je
inhibicija rasta Candida albicans 86 bila ve¢a u prisutnosti NADES-a nego odgovarajuceg
THEDES-a (Naki¢, 2021) sto ukazuje na oCuvanje aktivnosti API-ja u formulaciji terapeutskog
eutektickog otapala, ali i na ¢injenicu da i sam NADES moze imati antimikrobni potencijal, kao
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Sto je u literaturi ve¢ opisano. Na unato¢ navedenoj prisutnoj bioloskoj aktivnosti, dobroj
topljivosti klotrimazola u odabranim niskotemperaturnim eutekti¢kim otapalima i niskoj
citotoksi¢nosti KLO u Ty:C8 spram HaCaT stanica, zbog nestabilnosti formulacije tijekom
Cuvanja te nize permeabilnosti API-ja iz DES-a nego iz DMSO, odabrani DES Ty:C8 (1:3) nije
dobar kandidat za razvoj nove formulacije klotrimazola te su potrebna daljnja istrazivanja koja
¢e rezultirati dobrim vrijednostima klju¢nih parametara (topljivost, permeabilnost i stabilnost
API-ja) za farmaceutsku primjenu novih formulacija pripravljenih pomocu niskotemperaturnih

cutekti¢kih otapala.
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5. ZAKLJUCCI

1. KoriStenjem racunalnog programa COSMOtherm predvidena je topljivost klotrimazola
u niskotemperaturnim eutektickim otapalima, pri ¢emu su se hidrofobni DES-ovi
pokazali kao najbolja otapala za odabrani aktivni farmaceutski sastojak, klotrimazol.

2. Na temelju rezultata COSMOtherm odabrana su i pripremljena tri DES-a u kojima je
eksperimentalno odredena topljivost klotrimazola. lako je COSMO predvidio najbolju
topljivost KLO u Ty:C10, HPLC analizom eksperimentalno je odredena najbolja
topljivost u Ty:C8 (1:3) (151,62 mg mL™?), u usporedbi sa Ty:C10 (1:1) i Ty:Cou (3:2).
Svakako, treba naglasiti vaznost in silico predvidanja topljivosti, jer je In (y) vrijednost
DES-ova u skladu s eksperimentalnim rezultatima, odnosno KLO je pokazao znac¢ajnu
topljivost u sva tri navedena DES-a §to potvrduje vrijednost ovog pristupa u razvoju
novih formulacija API-ja primjenom niskotemperaturnih eutektickih otapala.

3. Stabilnost klotrimazola tijekom vremena, pri sobnoj temperaturi i +4 °C, odredena je
spektrofotometrijski u Ty:C8 (1:3), Pro:Ma (1:1) sa udjelom vode 50 % i inkluzijskom
kompleksu klotrimazola sa ciklodekstrinom u Pro:Ma (1:1). Oba odabrana DES-a, kao
i kompleksacija sa ciklodekstrinom, nisu povoljno utjecali na stabilnost klotrimazola.

4. lspitivanje citotoksi¢nog uc¢inka DES-a Ty:C8 (1:3) i formulacije KLO u Ty:C8 na
HaCaT stani¢noj liniji u rasponu koncentracija (0,01-10 mg mL™) pokazuju nisku
citotoksi¢nost prema HaCaT stani¢noj liniji $to je pozeljan rezultat obzirom da se
klotrimazol najcesce koristi topikalno, odnosno nanosi na kozu.

5. Pomoéu PAMPA testa odredena je permeabilnost klotrimazola, pri ¢emu je
permeabilnost iz otopine DES-a iznosila 0,83 % u odnosu na permeabilnost od 9,86 %
u DMSO. Stoga se moze zakljuciti kako DES Ty:C8 nije poboljSao permeabilnost
klotrimazola.

6. Unato¢ dobroj topljivosti klotrimazola u odabranim niskotemperaturnim eutektickim
otapalima i niskoj citotoksi¢nosti KLO u Ty:C8 odredenoj na HaCaT stanicama, zbog
nestabilnosti tijekom ¢uvanja u Ty:C8 (1:3) te nize permeabilnosti API-ja iz DES-a nego
iz DMSO, odabrani DES nije dobar kandidat za razvoj nove formulacije klotrimazola.
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7. PRILOZI
7.1.POPIS KORISTENIH KRATICA

API - aktivni farmaceutski sastojak

Arg - arginin

B - betain

BCS - biofarmaceutski klasifikacijski sustav

C10 - dekanska kiselina

C18:2 - linolna kiselina

C8 - oktanska kiselina

CA - limunska kiselina

Cam - kamfor

CD - ciklodekstrin

ChClI - kolin-klorid

COSMO-RS - engl. Conductor-like Screening Model for Real Solvents
Cou - kumarin

DES - niskotemperaturno eutekti¢ko otapalo

DEX - deksametazon

DMSO - dimetil sulfoksid

EG - etilen-glikol

EU - eukaliptol

Fru - fruktoza

Glc - glukoza

Gly - glicerol

HBA - akceptor vodikove veze

HBD - donor vodikove veze

His - histidin

HPLC - tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti
IAM - engl. Immobilised Artificial Membrane chromatography
KLO - klotrimazol

Lys - lizin

Ma - jabucna kiselina

Mal - maltoza

MD - molekularna dinamika



Me - L-mentol

mtk-QSTR - engl. multitasking-Quantitative Structure Toxicity Relationships
MTPB - metil-trifenil-fosfanijev bromid

MTS - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolij
NADES - prirodno niskotemperaturno eutekticko otapalo
NSAID - nesteroidni protuupalni lijekovi

OXA - oksalna kiselina

PA - perililna kiselina

PAMPA - test propusnosti umjetne membrane

PES - fenazin etosulfat

Pro - prolin

QSPR - engl. Quantitative Structure-Permeability Relationship
ROS - reaktivne kisikove vrste

SA - salicilna kiselina

Sol - sorbitol

Sor - sorboza

Suc - saharoza

SUM - Sunitinib malat

THEDES - terapeutsko niskotemperaturno eutekti¢ko otapalo
Ty - timol

U - urea

Xyl - ksiloza
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