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Istrazeni su nanokompleksi anionskoga biopolimera, karagena i kationske povrsSinski aktivne tvari za primjenu u terapijskim
sustavima. Struktura i veli¢ina kompleksa od nano- do mikrodimenzija ovise o koncentraciji i omjeru koncentracija pojedinih
komponenata, te linearnoj gusto¢i naboja na lancu karagena. Faktori o kojima ovisi kompleksiranje jesu elektrostatska i hi-
drofobna medudjelovanja, te konformacija karagena. Porastom koncentracije karagena, unutar-makromolekulski kompleksi
prelaze u medu-makromolekulske, koji se postupno reorganiziraju u uredenije strukture, divovske vezikule, talog - dodecila-
monijev karagenat i gel. Nastajanje divovskih vezikula i strukturna svojstva netopljivih kompleksa i urusenoga gela pokazuju
da je lamelno uredenje stukturna znacajka kompleksa karagena i kationske povrsinski akivne tvari.
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UvOD

Eksplozivan razvoj nanotehnologije i primjena nanocestica
u razli¢itim podrué¢jima ljudske djelatnosti u proteklih 30-tak
godina znatno utjeCe 1 na razvoj terapijskih i dijagnosti¢kih
sustava u medicini (1-4). Temeljna karakteristika nanocestica,
osim $to imaju nanodimenziju, su posebna svojstava i/ili
naglaSenija od istih u odnosu na Cestice istog materijala, ali
veéih dimenzija. Nanocestice, odnosno, nanosustavi koriste
se u terapijske svrhe za ,,dostavu® lijeka (engl. drug delivery)
u tijelo na kontroliran nacin od mjesta primjene do terapij-
skoga cilja. To podrazumijeva prolaz molekula lijeka (aktivna
komponenta) kroz razli€ite fizioloSke barijere, $to predstavlja
veliki izazov u nalazenju nanocestica prihvatljivih za ciljanu
terapiju.

Aktivne komponente koje se koriste u terapijskim sustavima
jesu male molekule, koje se Sire kroz tijelo preko krvotoka,
dolaze do svih organa u razli¢itim koli¢inama. Za sigurnu i
efikasnu terapiju pozeljno je da koncentracija aktivne kom-
ponente bude priblizno konstantna za vrijeme trajanja terapije
te da njezina koncentracija bude visoka na mjestu djelovanja,
ali ne 1 previsoka, kako ne bi doslo da nepozeljnih nuspojava.
Terapijski sustav mora biti pripremljen na nacin da unaprijedi
nakupljanje i otpustanje aktivne komponente na mjestu njezi-
noga djelovanja, dok je koncentracija u drugim podrucjima
mala, $to je narocito vazno kod terapijskih sustava za kancero-
gena oboljenja. Vazno je i da aktivna komponenta ostane sta-
bilna tijekom pohrane, kako ne bi doslo do njenog raspada.

Prema tome temeljna uloga nanonosaca lijekova je da (i)

zastiti lijek od raspadanja, (ii) poboljsa apsorpciju lijeka
lakSom difuzijom, (iii) kontrolira kinetiku i raspodjelu u
tkivu i (iv) olaksa prodiranje i raspodjelu u stanici. Veli¢ina
nanocestica, koje se koriste u terapijskim sustavima, najcesce
je izmedu 50 1 200 nm, $to omogucuje da se aktivna kompo-
nenta zadrzi unutar krvotoka, ali i da se suviSak lako ukloni.
Na taj nac¢in omoguéuje se dostava aktivne komponente do
bolesnoga dijela, a da se ne osteti zdravo tkivo. Pravilnim iz-
borom nanocestica za terapijski sustav postize se poboljSanje
farmakoloskih svojstava lijeka, npr. stabilnost u vodi, far-
makokinetika, biodistribucija, profili oslobadanja lijeka
itd. KoriStenje nanocestica u terapijskim sustavima snizuje
i potrebnu dozu jer se aktivna komponenta ciljano dovodi
do tocno odredenih stanica i tkiva kontroliranjem brzine
otpustanja (5).

Od prve upotrebe liposoma do danas, u dijagnostici i tera-
pijskim sustavima koriste se razli¢ite polimerne i metalne
nanocestice, ugljikove tubice, supramolekule povrsinski ak-
tivnih tvari (micele, vezikule, tekuci kristali), dendrimeri,
lipoproteini itd. U terapijskim sustavima najzastupljenije su
vezikule fosfolipida (liposomi), ali imaju nedostataka kao $to
su: (1) mala efikasnost enkapsulacije lijeka, (ii) brzo istjecanje
topljivih lijekova kada se nalaze u krvotoku i (iii) mala sta-
bilnost. U odnosu na liposome polimerne su nanocestice (i)
stabilnije, (ii) pruzaju mogucnost kontroliranoga otpustanja
lijekova, (iii) imaju veliku efikasnost enkapsulacije lijeka bez
kemijske reakcije, Sto je vazan faktor u sacuvanju djelotvor-
nosti aktivne tvari, (iv) ugradnjom funkcionalnih skupina na
povrsinu Cestice (koje ,,prepoznaju* bolesno mjesto) postize
se ciljana terapija i (v) mogu se primijeniti na razli¢ite nacine
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— oralno, nazalno, parenteralno, intra-okularno itd. Unato¢ tih
prednosti polimerne nanocestice imaju i neka ogranicenja,
koja se prvenstveno odnose na veliku moguénost agregacije,
bilo u tekuéem ili suhom stanju. Taj problem se smanjuje do-
datkom povrsinski aktivne tvari (PAT), odnosno koristenjem
kompleksa polimera i PAT (5).

Zbog velike raznolikosti struktura molekula polimera i PAT,
njihove smjese u vodi imaju brojne moguénosti stvaranja
novih struktura s potpuno novim svojstvima (6-8). Uobic¢ajena
klasifikacija sustava polimera i PAT temelji se na tome jesu
li polimer i PAT ionski ili neionski. Zbog velikoga broja po-
dataka u znanstvenoj i stru¢noj literaturi u radu ¢e se opi-
sati smjese ionskih homopolimera (polielektrolita) i PAT su-
protnog naboja.

Medudjelovanja u smjesi polielektrolita i suprotno nabijene
ionske PAT su vrlo kompleksna, te ovisno o vrsti, koncen-
traciji i omjeru koncentracija komponenata mogu nastati
nestehiometrijski i stehiometrijski kompleksi od nano- do mi-
krodimenzija; micele na lancu polielektrolita, vezikule, mezo-
morfne faze i gelovi (9, 10-12).

Velik broj aktivnih komponenata jesu amfifilne molekule koje
utjeCu na medupovrsine, strukturu i stabilnost koloidnih i
samoorganiziraju¢ih sustava, a time i na stabilnost strukture
kompleksa polimer/PAT. To je svakako potrebno uzeti u obzir
kod dizajniranja nosioca aktivne komponente neovisno o tome
je li nosilac otopina micela, vezikula ili faza tekuéih kristala.
Isto tako je jako vazno da svaka od odabranih struktura mora
biti ,,sigurna‘“ za pacijenta, tj. da ne uzrokuje nikakve Stetne
popratne pojave.

U ovom radu dat ¢e se pregled primjene kompleksa polimera
i povrsinski aktivnih tvari koji se najées¢e koriste u terapi-
jskim sustavima (micele na lancu polielektrolita, vezikule,
tekuéi kristali) kao i nasa istrazivanja potencijalnih terapi-
jskih sustava: nano- i mikrokompleksi koji nastaju u smjesi
anionskoga biopolimera, karagena i modelne kationske PAT
(9-12). Karageni su biopolimeri, odnosno anionski polielek-
troliti razli¢ite gusto¢e naboja: k-karagen (jedna sulfatna sku-
pina po monomeru), -karagen (dvije) i A-karagen (tri), te su
kao takvi dobar sustav za istrazivanje utjecaja gustoce naboja
lanaca polielektrolita na strukturu kompleksa s PAT. U zad-
njih nekoliko desetljeca, kompleksi biopolimera i suprotno
nabijene PAT istrazuju se intenzivno kao modelni sustavi za
oponasanje brojnih prirodnih i ljudskom aktivno$¢u stvorenih
slozenih sustava (npr. prehrambeni, farmaceutski i kozmeticki
pripravci).

Micele u terapijskim sustavima

Medudjelovanja polielektrolita i PAT suprotnoga naboja
jest proces, prvenstveno odreden jakim elektrostatskim
privlacenjima izmedu suprotno nabijenih ionskih vrsta i hi-
drofobnim privla¢enjima alkilnih lanaca PAT. Kooperativno
vezanje PAT na polielektrolit znaci da afinitet prema vezanju
raste s koncentracijom dodane PAT. U vodenim otopinama ¢e
zbog jakih elektrostatskih medudjelovanja nastati kompleksi
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ve¢ kod vrlo niskih koncentracija (9, 10). Nakon neutralizacije
naboja, a pri odredenoj koncentraciji (kriticna agregacijska
koncentracija, cac) na polielektrolitnom lancu nastaju, hidro-
fobnim djelovanjem alkilnih lanaca, agregati monomera PAT
nalik micelama, ali manjega agregacijskog broja od micela
koristene PAT. Za smjese hidrofilnih polielektrolita i suprotno
nabijene PAT opcenito je prihvacen model PAT agregata kao
uniformne kugle definirane veli¢ine bez obzira na stupanj
vezanja (6, 7). Taj model ukljucuje stvaranje agregata PAT u
obliku micela na polimernom lancu kao niz kuglica na vrpci
- model biserne ogrlice. Elektrostatski vezane molekule PAT
postaju centri agregata nalik micelama.

Nastale micele koriste se u terapijskim sustavima, jer sadrze
hidrofobne domene koje otapaju hidrofobnu aktivnu kom-
ponentu na isti nac¢in kao i slobodne micele bez polimera.
Otapanje aktivne komponente u polimerno vezanim micelama
moze se kontrolirati na slican nacin kao i kod slobodnih mice-
la npr. putem hidrofobnosti i naboja aktivne komponente, uz
pomo¢ polarne skupine PAT itd. (13). Hidrofobna jezgra sluzi
kao rezervoar iz kojeg se polako oslobada aktivna komponen-
ta u odredenom vremenskom razdoblju. Jedan od najvaznijih
razloga za koriStenje micela u terapijskim sustavima jest hi-
drofobnost velikoga broja lijekova, tj. netopljivost u vodi.
Otapanjem u miceli i porastom koncentracije micela raste i
topljivost hidrofobne aktivne komponente. Opseg otapanja
ovisi o (i) koncentraciji PAT i strukturi polielektrolita, (ii)
veli¢ini micele i agregacijskom broju, te (iii) prirodi aktivne
komponente.

U ovisnosti o terapijskom sustavu, moze se odabrati veli¢ina,
naboj i povrSinska svojstva nosioca aktivnih komponenata
kontrolom pripreme i/ili dodatkom novih komponenata u
smjesu amfifilnih Cestica prije pripreme micela. Jedno od
najvaznijih svojstava micela je njihova mala veli¢ina (10-30
nm). Micele kao nosioci aktivne komponente imaju nekoliko
vaznih prednosti: (i) fizicki hvataju u ,klopku* netopljive
aktivne komponente te ih u potrebnoj koncentraciji dovode
do zeljenoga mjesta djelovanja, (ii) stabilnost aktivne kom-
ponente se povecava uklapanjem u micelu, (iii) smanjuju
se nezeljene nuspojave jer se smanjuje medudjelovanje ak-
tivne komponente s neaktivnim komponentama prisutnim u
bioloskim teku¢inama (npr. enzimima) i (iv) mogu se repro-
ducibilno pripraviti u velikim koli¢inama (5).

Kriticna micelizacijska koncentracija, cmc, koncentracija
je iznad koje nastaju micele pa je njena veliina vrlo bitna
u farmakoloskoj primjeni jer nize vrijednosti odgovaraju sta-
bilnijim micelama. Prilikom visokih razrjedenja, npr. kada se
micele nadu u krvotoku, one s visokom vrijednosti cmc-a di-
sociraju na monomere, te gube svoj sadrzaj, tj. aktivohu kom-
ponentu, dok one s nizom vrijednosti cmc-a ostaju nepromi-
jenjene.

Na slici 1. prikazan je utjecaj broja C-atoma u alkilnom lancu
PAT na dvije karakteristi¢ne koncentracije, cme otopina PAT,
i cac u smjesi polielektrolit/PAT. Porastom duljine lanca cmc
se snizuje, te je izbor duljine alkilnoga lanca jedan od kriterija
izbora PAT za terapijske sustave (13). Dodatak polielektro-
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SLIKA 1.

Utjecaj broja ugljikovih atoma u alkilnom lancu, n, na kriticnu micelizacijsku, cmc, alkilamonijevih bromida i kriti¢nu
agregacijsku koncentraciju, cac, alkiltrimetilamonijevoga bromida uz dodatak anionskoga polisaharida, natrijevoga hialuro-
nata (konstruirano prema ref. 13)

FIGURE 1.

Effect of the number of carbon atoms in the alkyl chain, n, on the critical micelle concentration, cme, of alkyltrimethylam-
monium bromides, and the critical aggregation concentration, cac, of alkyltrimethylammonium bromides in the presence of an
anionic polysaccharide, sodium hyaluronate (from ref. 13).

lita potiCe nastajanje micela pri nizim koncentracijama (cac
< cmc). Utjecaj duljine alkilnoga lanca na cac je isti kao i na
cmg, tj. porastom duljine alkilnoga lanca cac se snizuje. Po-
voljnim izborom vrste polielektrolita i PAT moguce je postici
vrlo niske cac vrijednosti i visoku stabilnost micela nakon
razrjedenja pa se takvi sustavi koriste za kontrolu brzine
otpustanja aktivne komponente (u to¢no odredenim vremens-
kim intervalima). Osim na stabilnost micela duljina alkilnoga
lanca PAT utjece i na topljivost aktivne komponente u mic-
eli. U svom radu Barry i suradnici su pokazali vecu topljivost
progesterona i hidrokortizona u micelama s ve¢im brojem C-
atoma u alkilnom lancu (14).

Kabanov 1 suradnici (15) predlozili su komplekse
poli(etilenoksid)—polietilenamin i bioloskih povrSinski ak-
tivnih tvari kao nove nosioce aktivne komponente u terapijs-
kim sustavima. Takvi kompleksi stvaraju ,,micelarne mikro-
kontejnere” s retionskom kiselinom koja je povrsinski aktivna
tvar.

Nuzno je svojstvo neaktivnih komponenata terapijskoga
sustava neotrovnost, odnosno bioprihvatljivost te su novija
istrazivanja usmjerena na koriStenje biopolimera. Primjer
je terapijski sustav ciklosporina A s polisaharidima. Sli¢na
istrazivanja provedena su na polikapralktonu, polietilen gliko-
lu i derivatima kitozana (16). Pepi¢ i suradnici (17-19) proveli
su opsezna istrazivanja sustava biopolimera, kitozana i neion-
ske PAT kao mogucih nosilaca pilokarpina. Preliminarna in
vivo testiranja pokazala su bolje rezultate u odnosu na tradi-
cionalne terapijske sustave za oftalmolosku primjenu.

Vezikule u terapijskim sustavima

Vezikule su sferoidne dvoslojne strukture koje sadrze vode-
ni odjeljak zatvoren dvoslojem/viSeslojem molekula PAT. U

strukturi vezikule hidrofilne skupine PAT su okrenute prema
vodi, dok hidrofobni dijelovi stvaraju dvosloj. Fosfolipidi su
dvolanc¢ane molekule PAT, a za vezikule koje grade koristi se
termin liposomi. Uporaba liposoma vrlo je rasirena u terapi-
jskim sustavima za obje, u vodi topljive i netopljive aktivne
komponente (20). Hidrofobna aktivna komponenta smjesta
se u hidrofoban dvosloj vezikule, dok ¢e se hidrofilna smjes-
titi u vodeni odjeljak. Uklapanje aktivne komponente koja je
topljiva u vodi i drugih Cestica u unutarnji vodeni dio vezikule
izuzetno je slozen proces, te ovisi o nacinu pripreme vezikula.
Efikasnost ugradnje u vezikule ovisi o brojnim faktorima, npr.
manje vezikule imaju manji unutarnji volumen pa ¢e efikas-
nost ugradnje biti manja.

Bangham i suradnici (21) prvi su prepoznali nedostatake zbog
razgradnje liposoma u krvotoku uslijed adsorpcije proteina
plazme na fosolipidne membrane. Liposomi nastaju u disper-
zijama lamelarnih tekucih kristala lipida (npr. fosfatidilko-
lin, fosfatidilglicerol, kolesterol itd.) djelovanjem razli¢itih
mehanickih ili kemijskih metoda koje narusavaju smekti¢nu
slagalinu dvosloja te uzrokuju nastajanje otvorenih dvosloja
(22). Ti procesi ovise o specificnim postupcima koji stvaraju
nestabilne mikrostrukture. Kao i mnogi koloidni sustavi, lipo-
somi i drugi lipidni agregati vracaju se u ravnotezu, §to vodi
do stvaranja lamelarnih disperzija teku¢ih kristala. Tijekom
toga procesa dolazi do otpustanja enkapsuliranoga sadrzaja i
narusavanja strukture vezikule.

Na stabilnost vezikula, a time i na mogucnost kontrole en-
kapsulirane aktivne tvari utjecu i procesi njihove agregacije i
fuzije. Dodatkom polielektrolita vezikule PAT se stabiliziraju,
a kombiniranjem ukupne koncentracije i omjera komponenata
kontrolira se agregacija i/ili fuzija. U sustavu polielektrolit/
PAT na agregaciju vezikula utjec¢e nekoliko faktora. Npr. do
agregacije ¢e do¢i smanjenjem hidratacijskoga odbijanja
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SLIKA 2.
Shematski prikaz pocetne faze prolaska vezikule kroz sloj pora koze (konstruirano prema ref. 25)
FIGURE 2.
Schematic illustration of the early stage of liposome passage through a pore in the stratum corneum (redrawn from ref. 25).

izmedu vezikula, a steri¢ka 1/ili elektrostatska odbijanja sma-
njuju mogucénost agregacije. Ti su faktori vazni za stabilnost
vezikula, ali i za njihovu primjenu u terapijskim sustavima kao
nosiocima aktivne komponente (23). Medudjelovanja koja
poticu ili smanjuju agregaciju mogu se relativno jednostavno
kontrolirati u sustavu polielektrolit/PAT odabirom vrste i kon-
centracijskoga omjera komponenata. U novijim terapijskim
sustavima koriste se vezikule stabilizirane polietilen-oksidnim
derivatima (tzv. Stealth vezikule).

Opcenito, vezikule su pogodne za direktnu intravenoznu
primjenu do odredenih tkiva i organa (jetra, slezena, mozdina)
kada se pacijent nalazi u nesvjesnom stanju. Koriste se i
u mnogim terapijskim sustavima kod lijecenja kancero-
genih oboljenja (pluc¢a, mekoga tkiva, ociju, koze) kao i u
terapijskim sustavima s antibioticima, antifungicidima, stero-
idima, analgeticima itd. Na trziStu je danas prisutno nekoliko
lijekova koji kao nosioci aktivne komponente koriste vezikule
polielektrolit/PAT (lijek za tretiranje karcinoma jajnika, grudi,
te gljivicnih infekcija i ne-Hodgkinovog limfoma) (24).

Vezikule se ¢esto primijenjuju u terapijskim sustavima koji se
apliciraju kroz kozu. Brze prodiranje aktivne komponente kroz
kozu postize se koriStenjem vezikula s elasti¢nim svojstvima
dvosloja. To je slikovito prikazano na slici 2. Cevc i suradnici
(25) pripravili su novu generaciju vezikula s elasti¢nim svojst-
vima dvosloja, nazvanih transferosomi. Na elasticnost dvoslo-
ja vezikule, kao i na ostala svojstva (npr. veli¢ina, naboj, broj
dvosloja) utjece njen sastav. Od prvih transferosoma, gradenih
od fosfolipida i jednolancanih PAT, pripravljane su razlicite
elasti¢ne vezikule. Dodatkom polimera u lipidni dvosloj mogu
se dizajnirati svojstva vezikula kao $to su stabilnost, fluidnost
i elasti¢nost dvosloja (26).

Teku¢i kristali u terapijskim sustavima

Teku¢i kristali mogu se smatrati kao Cetvrto stanje materije,
koje kombinira stanje reda i pokretljivosti na molekularnoj i
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supramolekularnoj razini. Faza tekucih kristala ima svojstva
tekuce i krute faze, tj. svojstvo tekuce faze je povezano sa
svojstvom tecenja, a svojstvo krutine je povezano s uredenom
kristalnom strukturom (27). Uvjet za stvaranje faze tekucih
kristala je odreden oblik molekule koji je povezan s anizo-
tropijom polarizabilnosti, te sadrzaj otapala za liotropne te-
kuce kristale ili temperatura za termotropne tekuce kristale.
U liotropnim mezofazama sadrzaj otapala utje¢e na uredenje
i pokretljivost, dok su u termotropnim mezofazama uredenje
i pokretljivost odredeni temperaturom. Amfotropne molekule
su molekule koje se zahvaljujucéi svojoj strukturi mogu organi-
zirati na oba principa; brojne PAT molekule imaju amfotropna
svojstva.

Tekuéi kristali su termodinamicki stabilne mezofaze koje ima-
ju dobro svojstvo otapanja aktivnih komponenata i dugo vre-
mensko razdoblje otpustanja lijeka, bilo zbog slabije difuzije
ili zbog povisenoga vremena otapanja (28). Otapanje aktivne
komponente u tekué¢im kristalima ima prednosti koje su uoce-
ne i kod terapijskih sustava s micelama. Brzina oslobadanja
aktivne komponente iz teku¢ih kristala ovisi o mjestu u ko-
jem se nalazi aktivna komponenta unutar samoorganizirajuce
strukture, tj. nalazi li se unutar hidrofobnoga ili hidrofilnoga
dijela. Najvaznija prednost tih sustava je svojstvo uklapanja
velikoga broja molekula (hidrofilnih i/ili hidrofobnih) koje
Stiti od mogucega raspada. Npr. to je prednost pri oralnom
uvodenju aktivne komponente osjetljive na kiselo-katalizira-
nu hidrolizu.

Dobro svojstvo tekucih kristala je i mogucnost vezanja s ak-
tivnom komponentom, tj. njezinim uklapanjem u strukturu
tekucega kristala. Primjer je vezanje negativno nabijene i u
vodi topljive aktivne komponente, ketoprofena (djelotvoran
pri upali miSi¢noga tkiva), ako se u strukturi polimernoga te-
kuceg kristala nalazi kationska PAT (28).

Kubicno strukturirane mezofaze tekucih kristala koriste se Ce-
sto u terapijskim sustavima. Za polietilen/PAT sustav opisana
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SLIKA 3.

Sistematizacija metoda: rentgenska difrakcija pri velikim (WAXD) i malim (SAXS) kutevima; rasprsenje svjetlosti —
dinamicko (DLS) i staticko (SLS); mikroskopija — polarizacijski mikroskop (PM) i konfokalni laserski pretrazni mikroskop
(CLSM); reoloska mjerenja, mjerenja povrsinske napetosti, elektriéne provodnosti i mutnoce.

FIGURE 3.

Systematization of methods: X-ray diffraction at wide (WAXD) and small (SAXS) angle; light scattering — dynamic (DLS)
and static (SLS); microscopy — polarization microscope (PM) and confocal laser scanning microscope (CSLM); rheological,
surface tension, conductivity and turbidity measurements.

su dva sustava tekuéih kristala: a) kubicna faza koja je stvo-
rena s gusto pakiranim micelama PAT (sadrzi malu koli¢inu
PAT), koja dodatkom vode vrlo brzo prelazi u micelarni sustav
i b) kubicne faza koja nastaje pri visokim koncentracijama
PAT, a dodatkom vode prelazi u vrlo viskoznu heksagonsku
fazu (29).

U zadnjih nekoliko godina istrazuju se intenzivno bikontinu-
irane kubicne faze tekucih kristala za primjenu u terapijskim
sustavima (29). Bikontinuirane faze tekucih kristala grade pri-
rodni lipidi, neke ionske PAT i polimerni sustavi. Prednost im
je jedinstvena struktura interpenetriranih kanala vode i lipida
koji omogucuju njihovu kompatibilnost s aktivnhim kompo-
nentama topljivim u vodi i lipidima.

Polielektrolit/PAT kompleksi u fazi tekuéih kristala koriste se
za razlicite terapijske primjene npr. od lije¢enja zubnoga mesa
(paradentoza) i usne Supljine, koze, nosne Supljine i parente-
ralne primjene. Dobar primjer su tekuci kristali polietilena 1
masnih kiselina, koji imaju veliku mo¢ enkapsulacije vitamina
Aianaloga, a koriste se u lijecenju koznih oboljenja (psorijaza
itd.).

MATERIJALI I METODE
Materijali

U radu su koritena tri su osnovna tipa karagena k-, 1- i
A-karagen koji se razlikuju po broju i lokaciji sulfatnih skupi-
na po disaharidnoj jedinici (jedna, dvije i tri), odnosno gustoc¢i
naboja na lancu. Koristeni karageni (oznaceni kao CAR) jesu
komercijalni spojevi (Fluka), a modelna kationska PAT, do-
decilamonijev klorid (oznaceno kao DDACI) pripravljena je
neutralizacijom dodecilamina (Merck) kloridnom kiselinom.
Sustavi za mjerenje pripravljani su uz konstantnu koncentra-
ciju CAR 1 variraju¢u koncentraciju DDACI i obrnuto. Prije
mjerenja stareni su 24 h na 303 K da bi se postiglo ravnotezno
stanje.

Metode identifikacije i strukturna analiza nano- i mikro-
kompleksa

Slozena medudjelovanja u smjesama karagena i dodecila-
monijevoga klorida rezultiraju u nastajanju kompleksa
promjenjivoga sastava i strukture, te asocijativnom odva-
janju faza ve¢ pri vrlo niskim koncentracijama. Podrucje
postojanja razli¢itih faza (nano- i mikrokompleksa, taloga i
gela) odredeno je pripravom velikog broja uzoraka razli¢itog
sastava. KoriStene su razne tehnike i metode za identifi-
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SLIKA 4.

Djelomican fazni dijagram za smjese CAR/DDACI pri 303 K (puna linija — granica bistro/mutno; crtkana linija — talozenje).
I, IT 1 IIT oznacuju podrucja nastajanja topljivih kompleksa. Crvena crtkana linija - kriticna agregacijska koncentracija, cac, i
plava crtkana linija - kriticna micelizacijska koncentracija, cmc.

FIGURE 4.

Schematic presentation of partial phase diagram of the DDACI/CAR mixtures at 303 K. The heavy full line corresponds to
the clear/turbid boundary; the dashed line corresponds to the coexistence regions of precipitated insoluble PSC and vesicles.
I, IT and III denote region of soluble PSC formation. Red line denotes the critical aggregation concentration, cac, and blue line
denotes the critical micelle concentration, cmc.

kaciju i strukturnu karakterizaciju faza vrlo razlicitih fizikalno-
kemijskih svojstva. KoriStene metode sistematizirane su na slici 3.

REZULTATI I DISKUSIJA

Na slici 4. shematski je prikaz djelomi¢noga faznog dijagrama
smjese CAR/DDACI. Ovisno o koncentraciji i mnozinskom
omjeru komponenata smjese su bile bistre, mutne ili sla-
bo mutne s istalozenim flokulama. U bistrom podrucju su
mjerenjem elektricne provodnosti odredene kriti¢ne koncen-
tracije, cac i cmce (10). Porast gustoée naboja na lancima kara-
gena pomice cac prema visim koncentracijama DDACI, ali ne
utjeCe znatno na vrijednost cme-a.

Pri niskoj koncentraciji karagena razlikujemo tri glavna kon-
centracijska podruc¢ja: I — nastajanje negativnih kompleksa
uslijed elektrostatskoga vezanja amonijevih skupina PAT i
sulfatnih skupina karagena do cac; Il — nastajanje pozitivnih
kompleksa, odnosno micela na lancu polielektrolita adsorp-
cijom monomera iz otopine na monomere PAT elektrostatski
vezane na lancu polimera do cmc; III - iznad cmc pojedinacni
lanci karagena djeluju na micele DDACI kao protuion.

Usporedba dijagrama za tri karagena pokazuje da s porastom
gusto¢e naboja na karagenima dolazi do pomicanja granica
bistro-mutno prema visim koncentracijama karagena. Razlike
izmedu ponasanja k- i --karagena su male, dok je za A-karagen
taj pomak veci.

Pregledom mutnih i podrucja taloZenja pomocu svjetlosnoga
mikroskopa ustanovljeno je da u mutnom podrucju nastaju di-
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vovske vezikule, dok u podrucju talozenja uz flokule u slabo
mutnoj otopini koegzistira manji broj divovskih i oligovezi-
kularnih vezikula.

Polarizacijske mikrofotografije uzoraka iz mutnoga podrucja
pokazane su na slici 5. U svim sustavima u polariziranom
svjetlu pojavila se tekstura ,,malteskih krizeva“ karakteristicna
za viSeslojnu lamelarnu koncentri¢nu strukturu, tj. strukturu
viSeslojne vezikule. U micelarnom podrucju nastaju mikro-
metarske prstenaste stukture, nalik zatvorenim tubicama.

Pri niskim koncentracijama karagena nastaju kompleksi na
jednom lancu, a pri koncentraciji karagena visoj od prijelazne,
c*, nastaju kompleksi izmedu viSe lanaca karagena, tj. po-
rastom koncentracije unutar-makromolekulski kompleksi
prelaze u medu-makromolekulske komplekse koji agregira-
njem taloze. Pojava vezikula u otopini, tj. organiziranijih
struktura od kompleksa i agregata vezikula u talogu, te prom-
jenjivost sastava kompleksa ukazuje da su promjene kontinu-
irane i da teku prema uredenijim strukturama, odnosno odva-
janju faza na makrorazini prethodi restrukturiranje faza na
mikrorazini (9).

Naslici 6. shematski je prikazano nastajanje kompleksa pri kon-
centracijama karagena nizim (c(CAR) < c¢*) i visim (c(CAR)
> ¢*) od prijelazne koncentracije u ovisnosti o koncentraciji
DDACI do cme. Pri ¢(CAR) < ¢* nema medudjelovanja lana-
ca karagena pa monomeri reagiraju s neovisnim lancima i nas-
taju agregati koji se poput perli raspodjeljuju na lancu (slika 6.
b). Pri ¢(CAR) > c* dolaze do izrazaja medudjelovanja lanaca
karagena i reorganizacije agregata u vezikule (slika 6. d).
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SLIKA S.
Mikrofotografije (polarizirano svjetlo) vezikula u smjesama CAR/DDACI s promjenjivom koncentracijom DDACI i konstant-
nom koncentracijom CAR pri temperaturi 303 K. Povecanje je 500x.
FIGURE 5.
Microphotographs (crossed polarizers) of vesicles in CAR/DDACI mixtures with variable concentration of DDACI and con-
stant CAR concentration. Temperature is 303 K. Magnification 500x.

Ovisno o koncentraciji monomera PAT topljivi kompleksi
se mogu opcenito svrstati u dvije skupine - kompleksi koji
nastaju medudjelovanjem monomera DDACI i karagena:
(1) elektrostatskim (¢(DDACI) < cac) i (ii) hidrofobnim (cac <
¢(DDACI) < cmc) medudjelovanjima, te kompleksi s micela-
ma. U micelarnom podru¢ju prevladavaju elektrostatska
medudjelovanja, tj. karageni djeluju na micele kao protuioni.
Pri nizoj koncentraciji karagena uz komplekse koegzistiraju i
slobodne micele, dok se pri visim koncentracijama karagena
koncentracija slobodnih micela smanjuje, a koncentracija
kompleksa raste.

Elementna analiza istalozenih kompleksa u sustavima kara-
gena i dodecilamonijevoga klorida pokazala je da su nastali
novi spojevi, dodecilamonijevi karagenati, (DDA).CAR, tj.
stehiometrijski spojevi s obzirom na naboj po disaharidnoj je-
dinici prema op¢enitoj jednadzbi

zDDA" + (CAR)* — (DDA) CAR
gdje ziznosi 1, 2 i 3 za kKCAR, t«CAR i ACAR.

Difraktogrami (DDA) CAR na slici 7. (krivulje A, B'i C) s
dva ostra difrakcijska maksimuma pri malim kutevima i sa
Sirokim difrakcijskim maksimumom (tipic¢an za amorfnu fazu)
pri veéim kutevima upucéuju na mezostrukturu. Izracunati
odnos njihovih recipro¢nih d vrijednosti refleksa pri malom
kutu karakteristicni su za lamelarnu ili smekticku mezofa-
zu. Intenzivan amorfan maksimum pri 260 ~ 20° (d ~ 4,5 A),
karakteristiCan za neuredenu konformaciju tekucih parafina
(32), upucuje na neuredenost alkilnih lanaca unutar lamela.

Alkilni su lanci elektrostatski vezani amonijevim skupina-
ma PAT lateralno na sulfatne skupine karagenskih makro-
molekula. Relativno slaba i Siroka druga difrakcijska linija
(I /1~5) upucuje na neizrazenu granicu medu slojevima do-
decilnih lanaca i nejasnih obrisa kostura asociranih makro-
molekula karagena. DDACI difraktogram (slika 7., krivulja
D) sa serijom intenzivnih difrakcijskih pikova bez difuznih
difrakcijskih maksimuma amorfne faze upucéuju na potpuno
kristaliziran DDACIL.

Struktura dodecilamonijevih karagenata je lamelarna, sastoji
se od nepolarne i polarne subdomene (slika 8.). U nepolarnoj
subdomeni smjesteni su dodecilni lanci, a u polarnoj se na-
laze asocirane molekule karagena sa sulfatnim skupinama na
koje su elektrostatski vezane amonijeve skupine. Na sobnoj
temperaturi uredenost lamelarne strukture je mala, a ovisi o
broju i polozaju sulfatnih skupina. Uredenost raste s porastom
gustoce naboja na lancu karagena. Na strukturu novih spojeva
utjeCe struktura DDACI, dok su termicka svojstva odredena
svojstvima karagena (12).

Pri koncentracijama visim od 0,5 % «- i - karagen geliraju,
dok A-karagen stvara vrlo viskozne otopine. Dodatak DDACI
na gelirajuce karagene mijenja strukturu gela od nano- do ma-
krorazine. Na makroskopskoj razini, razlikuju se dva podrucja
koncentracija DDACI, jedno ispod cmc u kojem nastaju mutni
gelovi i drugo iznad cmc u kojem gel nestaje i odvaja se talog.
Pri ¢(DDACI) < cmc zadrzale su se osnovne znacajke gelira-
nja karagena, tako da mreza gela nastaje prijelazom statisticko

klupko — dvostruka zavojnica — gel (33). Gelovi s DDACI
pokazuju pseudoplasti¢na svojstva kao i1 gelovi bez DDACI,
ali se konzistencija gela mijenja i raste otpor prema tecenju.
Reoloska svojstva mogu se dobro objasniti potencijskim mo-
delom (11).

Mehanizmi medudjelovanja DDACI i gela karagena sli¢ni su
onima kao i u razrijedenim otopinama. Pri ¢(DDACI) < cac,
DDA ioni se s NH," —skupinom elektrostatski veZu na sul-
fatne skupine karagena i zamjenjuju protuione karagena, koji
odlaze u otopinu. Pretrazivanje unutar uzoraka gela oznac¢enih
bojom Rhodamine B i pripravljenih s ¢(DDACI) < cac po-
kazalo je jednoli¢nu flourescenciju na svim dubinama. Ras-
podjela amfifilne boje je homogena, tj. struktura gela se ne
mijenja na makrorazini (slika 9a).

Hidrofobnim medudjelovanjima alkilnih lanaca iznad cac
nastaju agregati DDACI na lancima karagena, struktura gela
postaje nechomogena (slika 9. b) i smanjuje se povezanost
lanaca karagena. Porastom koncentracije DDACI postupno
rastu agregati PAT i uredenost alkilnih lanaca u slagaline la-
mela (slika 9. ¢). Promjene u strukturi gela dogadaju se od
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SLIKA 6.
Shematski prikaz medudjelovanja monomera DDACI pri ¢(CAR) < ¢* i ¢(CAR) > c* do kriticne micelarne koncentracije
DDACI, cme.
FIGURE 6.
Schematic presentation of interactions between DDACI monomers at (¢(CAR) < c¢*) up to the critical micelle concentration of
DDACI, cmc.
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SLIKA 7.
Difraktogrami dodecilamonijevih karagenata ((DDA) CAR); (A) DDAkCAR, (B) (DDA),ICAR, (C) (DDA),ACAR i (D)

DDACIL

FIGURE 7.

Diffractograms of dodecylammonium carrageenates ((DDA).CAR); (A) DDAkCAR, (B) (DDA),ICAR, (C) (DDA),ACAR i
(D) DDACI.

176



Marko Vincekovic¢ i suradnici: Nanokompleksi polimera i povr$inski aktivne tvari u terapijskim sustavima

Med Vjesn 2010; 42 (3-4): 169-179

(250559 Y

1T
;é <5 ff;'((

(d
1

TSI

SLIKA 8.

Shematski prikaz mezomorfhne faze dodecilamonijevih karagenata, d, je debljina lamele, ¢

je debljina dvosloja alkilnih

DDACI

lanaca, a d_je debljina okosnice lanaca karagena.
FIGURE 8.

Schematic presentation of dodecylammonium carrageenates mesomorphic phase, d,

— thickness of

- lamellar thickness,

alkyl chains, d_— thickness of carrageenan backbones.

SLIKA 9.

Mikrofotografije gelova karagena obiljezenih s Rhodamine B uz rastu¢u koncentraciju DDACI i konstantnu koncentaciju
karagena (c(CAR ) =15 g dm™); (a) gel pri ¢c(DDACI) < cac; (b) i (¢) gelovi pri cac < ¢(DDACI) < cme. Mjerilo poveéanja
oznaceno je na slici ¢ (3,3 um).

FIGURE 9.

Microphotographs of carrageenan gels with Rhodamine B with increasing DDACI concentration and constant concentration of
carrageenans (¢(CAR ) = 15 g dm?); (a) gel at ¢(DDACI) < cac; (b) and (c) gels at cac < c(DDACI) < cmc. Bar is denoted on
figure ¢ ( 3.3 um).

nano- do mikrorazine uz vidljivi porast mutnoce gela, a iznad
cme dolazi do makroskopskih promjena, tj. odvajanja faza.
Rentgenska analiza taloga potvrdila je nastajanje lamelarnih
struktura, koje su uredenije kod visih koncentracija DDACI.
Zbog jacih elektrostatskih medudjelovanja, -karagen s ve¢im
brojem sulfatnih skupina izgraduje uredeniju strukturu lamele
i slagaline lamela od k-karagena.

ZAKLJUCCI

U uvodnom dijelu rada dan je pregled kompleksa koji nastaju
u smjesi polimera i PAT, njihovo koristenje u terapijskim sus-
tavima i prednosti u odnosu na tradicionalne terapijske sus-
tave. Medudjelovanja su polimera i povrSinski aktivne tvari
slozena te ovisno o vrsti polimera i PAT, koncentracijskom
omjeru i ukupnoj koncentraciji nastaju razli¢iti nano- i mi-
krokompleksi. Micele na lancima polielektrolita, vezikule i

mezomorfne strukture su kompleksi polimera i PAT koji se
najcesce primjenjuju u terapijskim sustavima.

Micele na lancu polimera nastaju pri nizim koncentracija-
ma od micela PAT te su zato stabilnije u krvotoku. One do-
bro otapaju u vodi slabo topljive aktivne komponene te
povecavaju njihovu biodostupnost. Ta svojstva su dokazana
za veliki broj razli¢itih aktivnih komponenata npr. najcesce
kod slabo topljivih lijekova koji se koriste u lijeCenju malig-
nih oboljenja. Zbog male veli¢ine micela dolazi do spontane
akumulacije aktivne komponente. Variranjem sastava micele,
te veli¢ine hidrofobnoga i hidrofilnoga dijela, moze se vrlo
lako kontrolirati svojstva micele kao $to je npr. velic¢ina, ka-
pacitet uklapanja aktivne komponente itd. Micele se mogu
jednostavno pripremiti i ispuniti aktivnom komponentom, $to
omogucuje vrlo uspjesnu primjenu micela kao nosioca ak-
tivne komponente u terapijskim sustavima.
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Vezikule kao nosioci aktivne komponente imaju vaznu ulogu u
terapijskim sustavima. Visegodi$nja istrazivanja rezultirala su
primjenom terapijskih sustava koji kao nosilac aktivne kom-
ponente koriste vezikule s polimerima ¢ime se poveca stabil-
nost vezikule i kapacitet enkapsulacije, kontrolira se brzina
otpustanja aktivne komponente iz vezikule itd. Dodatakom
polimera mijenja se sastav i svojstva vezikula te je moguce
dizajnirati vezikule ciljanih svojstava.

Teku¢i kristali se sve ¢eS¢e primjenjuju kao nosioci aktivnih
komponenata u terapijskim sustavima jer se aktivna kompo-
nenta oslobada kontrolom difuzije. Promjenom sastava tekucih
kristala, odnosno povoljnim odabirom koncentracijskoga om-
jera polimera i PAT moguce je kontrolirati brzinu otpustanja
aktivne komponente.

Buducnost terapijskih sustava ne ovisi toliko o pronalasku
novih materijala koji ¢ée se koristiti kao nosioci aktivne
komponente, ve¢ u modifikaciji postojec¢ih sustava. Novija
istrazivanja su usmjerena na koristenje biopolimera, koji zbog
svoje neotrovnosti i specificnih svojstava predstavljaju skoro
idealne komponente za razliCite terapijske sustave. Priprema
i ispitivanje novih nosilaca aktivnih komponenata je izuzetno
dug i skup, ali dugoro¢no gledano isplativ proces.

Karageni su biopolimeri koji se ve¢ dugi niz godina koriste,
prvenstveno u proizvodnji hrane. Istrazivanje medudjelovanja
karagena i kationske modelne PAT pokazala su da opseg i
jacina molekulskih medudjelovanja koja uzrokuju nastajanje
kompleksa od nano- do mikrodimenzija, taloga ili gela, ovise
o koncentraciji i omjeru koncentracija pojedinih komponena-
ta, te linearnoj gusto¢i naboja na lancu karagena. Ovisno o
ukupnoj koncentraciji i omjeru koncentracija u sustavu CAR/
DDACI nastaju kompleksi razlicitih struktura i uredenosti. Od
interesa za terapijske sustave jesu kompleksi koji nastaju u
koncentracijskom podru¢ju DDACI iznad cac, tj. micele na
lancu karagena kao i micele s polielektrolitom kao protui-
onom. Uredenije lamelarne strukture nastaju pri vi§im kon-
centracijama karagena, tj. iznad c*. Lamelarne strukture, a
narocito divovske vezikule koje su stabilne u mati¢noj oto-
pini dulje vremensko razdoblje predstavljuju dobru osnovu
za daljnja istrazivanja i mogucu primjenu u terapijskim sus-
tavima.
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ABSTRACT

Nanocomplexes formed from anionic biopolymers, carrageenans, and cationic surfactant have been investigated for their appli-
cability in drug delivery. Stucture and complex size from nano- to microdimension strongly depends on concentration and con-
centration ratio of both components and linear charge density on carrageenan chains. Factors governing the complex formation
are electrostatic and hydrophobic interactions as well as conformation of the carrageenan chains. With increasing carrageenan
concentration, the intra-macromolecular complexes change to inter-macromolecular, which subsequently reorganize into better
ordered structures, giant vesicles, precipitate - dodecylammonium carrageenate and gels. Formation of giant vesicles and struc-
tural properties of insoluble complexes and collapsed gels revealed lamellar ordering as an important feature of the carrageenan
and an oppositely charged surfactant complexes.
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