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SAZETAK

Otopine natrijeva hijaluronata koriste se kao umjetne suze koje vlaze i
regeneriraju oko. Natrijev hijaluronat kao polimer sastavljen od
ponavljajuc¢ih jedinica disaharida D-glukuronske kiseline i N-acetil-D-
glukozamina pokazuje i mukoadhezivho svojstvo, Sto znaci da stvara
interakciju s mucinom koji je sastavni dio sluznice na povrsini oka.
Stvarajudi te interakcije produljuje se zadrzavanje otopine na sluznici.
Svrha ovog rada je ispitati utjecaj faktora koji mogu povecati zadrzavanje

otopine natrijeva hijaluronata na sluznici.

Ispitivalo se kako molekulska masa i koncentracija natrijeva hijaluronata u
otopini te osmolalnost otopine utjecu na mukoadheziju otopina. Takoder,
ispitala su se reoloska svojstva i osobine (viskoznost, pH, osmolalnost i
povrsSinska napetost) otopina natrijeva hijaluronata razli¢itih intrinzi¢nih
viskoznosti 0,6 m3/kg, 1,7 m3/kg i 2,3 m3/kg (odgovaraju redom
molekulskim masama 244 kDa, 980 kDa i 1420 kDa) triju masenih udjela:

0,21%; 0,4% i 0,6%, u hipotonic¢nim, izotoni¢nim i hipertoni¢nim uvjetima.

S povecanjem masenog udjela natrijeva hijaluronata, kao i s poveéanjem
njegove molekulske mase viskoznosti otopina rastu, dok povecanije
osmolalnosti otopina smanjuje viskoznost neovisno o molekulskoj masi i
masenom udjelu natrijeva hijaluronata. Takoder ispitala se i stabilnost svih
otopina, nakon Cuvanja na temperaturi od 50 °C tijekom tri mjeseca. U
svim slucajevima doslo je do pada viskoznosti otopina dok nije bilo

znacajnih promjena drugih parametara.

Pomocu reoloskih mjerenja na reometru, uz svinjski zelucani mucin,
odreden je relativni reoloski sinergizam koji ukazuje postoji li interakcija
izmedu otopine i mucina. Izotoni¢ne otopine intrinzi¢nih viskoznosti
natrijeva hijaluronata 1,7 m3/kg i 2,3 m3/kg s masenim udjelom od 0,4%
pokazale su interakciju s mucinom, dok otopina sa natrijevim hijaluronatom

najnize intrinzi¢ne viskoznosti 0,6 m3/kg nije pokazala interakciju. Bitno je



napomenuti da ta otopina je jedina pokazala Newtonovo reolosko

ponasanje.

Porast osmolalnosti otopine pokazao je povecéanje interakcije s mucinom
kao i povecanje masnog udjela natrijeva hijaluronata. Ovi su se utjecaji
ispitali na otopinama s natrijevim hijaluronatom intrinzi¢ne viskoznosti 1,7
m3/kg.

Interakciju s mucinom povecalo je veci maseni udio soli u otopini (veca
osmolalnost) i porast masenog udjela natrijeva hijaluronata, dok dobiveni
rezultati ne pokazuju proporcionalan odnos interakcije s mucinom i
molekulske mase natrijeva hijaluronata. Navedeno treba potvrditi
ukljucivanjem u ispitivanje viSe natrijevih hijaluronata u Sirem podrucju
molekulskih masa (intrinzi¢nih viskoznost), te pomocu drugih metoda za

odredivanje mukoadhezije.

Kljuc€ne rijeci: natrijev hijaluronat, viskoznost, mukoadhezija, reoloske

karakteristike



SUMMARY

Sodium hyaluronate solutions are used as artificial tears that moisturize
and regenerate the eye. Sodium hyaluronate as a polymer composed of
repeating units of the disaccharide D-glucuronic acid and N-acetyl-D-
glucosamine also exhibits mucoadhesive properties, which means that it
interacts with mucin, a part of the mucous membrane on the surface of the
eye. By creating these interactions, the retention of the solution on the
mucous membrane is prolonged. The purpose of this paper is to examine
the influence of factors that can increase retention on the mucous

membrane.

It was tested how the molecular weight and mass fraction of sodium
hyaluronate in the solution, and osmolality of the solution affect the
mucoadhesion of the solutions. Also, the rheological properties and
characteristics (viscosity, pH, osmolality and surface tension) of solutions
with different intrinsic viscosities of sodium hyaluronate 0.6 m3/kg, 1.7
m3/kg, and 2.3 m3/kg (respectively molecular weight 250 kDa, 980 kDa
and =1420 kDa) were tested in three mass fractions: 0.21%; 0.4% and

0.6%, in hypotonic, isotonic, and hypertonic conditions.

With an increase in the mass fraction of sodium hyaluronate, as well as
with an increase in its molecular weight, the viscosity of the solution
increases, while an increase in the osmolality of the solution decreases the
viscosity, regardless of the molecular weight and mass fraction of sodium
hyaluronate. The stability of all solutions was also tested after storage at
temperature 50 °C for three months. In all cases, there was a decrease in
the viscosity of the solutions, while there were no significant changes in

other parameters.

Using rheological measurements on a rheometer, relative rheological
synergism was determined with porcine gastric mucin, which indicates
whether there is an interaction between the solution and the mucin.

Isotonic solutions of sodium hyaluronate with intrinsic viscosities of 1.7



m3/kg and 2.3 m3/kg in a mass fraction of 0.4% showed interaction with
mucin, while the solution with sodium hyaluronate with the lowest intrinsic
viscosity of 0.6 m3/kg did not show interaction. It is important to note that

this solution was the only one that showed Newtonian rheological behavior.

The increase in the osmolality of the solution showed an increase in the
interaction with mucin as well as an increase in the mass fraction of sodium
hyaluronate. This influence was tested on solutions with sodium

hyaluronate with an intrinsic viscosity of 1.7 m3/kg.

The interaction with mucin increases with a higher mass fraction of salt in
the solution (higher osmolality) and an increase in the mass fraction of
sodium hyaluronate, while the obtained results do not show a proportional
relationship between the interaction with mucin and the molecular weight
of sodium hyaluronate. The above should be confirmed by including more
sodium hyaluronates in a wider range of molecular masses (intrinsic
viscosity) in the test, and by using other methods for determining

mucoadhesion.

Key words: sodium hyaluronate, viscosity, mucoadhesion, rheological

characteristics
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1. UVOD

Natrijev hijaluronat je natrijeva sol hijaluronske kiseline molekulske
formule Ci14H22NNaO11 (1). Ovaj spoj predstavlja suvremeni biomaterijal sa
Sirokom primjenom u razli¢itim farmaceutskim i medicinskim podrucjima
(2). Po kemijskoj strukturi je dugo lancani polimer sastavljen od
ponavljajuc¢ih jedinica disaharida D-glukuronske kiseline i N-acetil-D-
glukozamina (Slika 1.) (1). Disaharidi su vezani B[1-4] vezama, a
glukuronska kiselina i N-acetil-D-glukozamin medusobno su povezani s
B[1-3] vezama (2).

Slika 1.: Kemijska struktura natrijeva hijaluronata — D-glukuronska kiselina i N-acetil-D-
glukozamin (izvor: National Center for Biotechnology Information; PubChem Compound)

Natrijev hijaluronat postoji u obliku bijelog vlaknastog ili kremasto-bijelog
praha vrlo slabog mirisa (1). Potpuno je topljiv u vodi, gdje moze stvoriti
prozirnu, viskoznu otopinu (2). Takoder, ima sposobnost zadrzavanja vode
Sto doprinosi njegovim hidratiziraju¢im svojstvima (3). Natrijev hijaluronat
ima viskoelasti¢no svojstvo koje se povecava se s povecanjem molekulske

mase odnosno povecanjem duljine lanca molekula (4).

Molekulska masa natrijevog hijaluronata moze varirati ovisno o stupnju
polimerizacije. U prosjeku, natrijev hijaluronat ima molekulsku masu u
rasponu od 5000 do 2 milijuna Da (5). U slu¢aju natrijeva hijaluronata, tj.
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polimera, intrinzi¢na viskoznost je povezana s molekulskom masom spoja.
Intrinzi¢na viskoznost je mjera sposobnosti polimera da poveca viskoznost
otapala kao rezultat njegove prisutnosti. Cesto se koristi za karakterizaciju
veli¢ine, oblika i interakcije polimernih molekula u otopini. Za polimere
poput natrijeva hijaluronata, koji su dugi lanci ponavljajuéih jedinica,
intrinzicna viskoznost se moze povezati s molekulskom masom polimera

pomoc¢u Mark-Houwinkove jednadzbe:

n=KxM* [1]
gdje su K i a konstante za odredeni polimer-otapalo par pri odredenoj

temperaturi. n oznacava intrinzi¢nu viskoznost, a M molekulsku masu spoja

(6).

1.1. Proizvodnja
U proslosti se natrijev hijaluronat dobivao ekstrakcijom iz pijetlove krijeste,

iz ljudske pupcane vrpce kao i iz staklasta tijela oCiju goveda (7). Kasnije
je razvijena metoda mikrobne fermentacije kao jos jedan nacin proizvodnje
natrijeva hijaluronata. Prvi komercijalno fermentirani natrijev hijaluronat
proizveden je koristeci bakteriju Streptococcus zooepidemicus, koja se i
dalje koristi u industrijskoj proizvodnji (8). Zbog prisutnosti bakterijskih
endotoksina, kondroitin sulfata, odredenih proteina, nukleinskih kiselina i
teSkih  metala u natrijevom hijaluronatu dobivenom ovakvom
fermentacijom u proizvodnji je nuzan korak procis¢avanja, ali je i dalje
ograni¢ena primjena u biomedicinskom podrucju zbog patogenosti same
bakterije. Rekombinantna proizvodnja natrijeva hijaluronata pokazala se
kao atraktivna alternativa. U ovoj metodi koriStene su gram-pozitivne i
gram-negativne bakterije ukljuCujuci Bacillus sp., Lactococcos lactis,
Agrobacterium sp. i Escherichia coli (9). Kompanija Novozymes razvila je
metodu rekombinantne proizvodnje natrijeva hijaluronata koristedi
nepatogeni soj Bacillus subtilis. Proizvodi dobiveni ovakvim nacinom

proizvodnje, smatraju se sigurnijim. Takoder, ovaj se postupak smatra



ekoloski prihvatljivijim u odnosu na proizvodnju koristeci soj Streptococcus

zooepidemicus (8).

1.2. Primjena
Natrijev hijaluronat danas ima Siroku upotrebu u medicini, farmaciji i

kozmetici. Koristi se u lijeCenju osteoartroze, degenerativnih bolesti
zglobova. Jedna od metoda terapije je viskosuplementacija. Ovaj se pojam
odnosi na injekcije natrijeva hijaluronata ili natrijeva hijaluronata s
hijaluronskom kiselinom u osteceni zglob. Time se obnavlja viskoelasti¢nost
u sinovijalnoj tekudini. Sinovijalna tekudina se nalazi u Supljinama
zglobova, s primarnom ulogom smanjenja trenja izmedu okolnih zglobova

i hrskavica tijekom kretanja (10).

Zbog svojstva viskoelasti¢nosti, natrijev hijaluronat je postao vrlo
popularan u intraokularnim operacijama. Jedan od prvih i najpoznatijih
primjera je Healon (natrijev hijaluronat 1%, 4x10° Da) koji se koristi od
1979. godine (11). Koristi se u operaciji katarakte gdje sluzi za odrzavanje
stabilne dubine prednje komore i Sticenje endotelnih stanica roznice od
oStecenja tijekom cijelog kirurskog zahvata. Takoder, se koristi u operaciji
glaukoma, transplantaciji roznice te u vitreoretinalnoj kirurgiji  za
poboljsanje kirurskog ishoda i smanjenje intraoperacijskih i postoperativnih

komplikacija (12).

Natrijev se hijaluronat koristi u kozmetici kao sredstvo za regeneraciju
koze. Smatra se vrhunskim sredstvom za hidratiziranje koze zbog svojih
svojstava vezanja vode i stvaranja filma (2). Osim, Sto se moze koristiti za
regeneraciju i hidrataciju, natrijev hijaluronat ima i ,antiaging" svojstva.
Pripravci koji sadrze natrijev hijaluronat imaju efekt smanjenja bora te

povecanja elasti¢nost koze (13).



1.2.1. Natrijev hijaluronat u kapima za oci
Natrijev hijaluronat se koristi i u kapima za oci, tocnije otopinama poznatim

kao umjetne suze. Umjetne suze pruzaju o€ima hidrataciju, njegu i zastitu
koja im je potrebna. Koriste se u lije¢enju sindroma suhog oka (2). Cesti
simptomi sindroma suhog oka su osjeéaj suhoée u ocima, pretjerano
suzenje, pecenje u oclima, preosjetljivost oka, osjeéaj stranog tijela u
oc¢ima, zamagljen vid, crvenilo, umor ociju te hiperosmolalnost. Kapi za oci
koje sadrze natrijev hijaluronat ucinkovito ublaZzavaju simptome kod blagog
i umjereno suhog oka nadoknadom manjka volumena suza (13).
Koristenjem ovog okularnog lubrikanta pruza se ugoda i podupire se

prirodni proces cijeljenja, sto vodi do bolje kvalitete Zivota.

Natrijev hijaluronat poti¢e migraciju stanica i moze stabilizirati epitelnu
barijeru povrsine oka sugerirajué¢i da bi mogao biti izravno uklju¢en u
proces popravka epitela preko CD44, hijaluronatnog receptora (14).
Mehanizam djelovanja natrijeva hijaluronata je da deaktivira adhezijsku
molekulu CD44, koja je receptor za natrijev hijaluronat te je izrazena u
stanicama roznice i spojnice kod osoba sa sindromom suhog oka. Pokazalo
se da interakcija hijaluronata i CD44 molekula stabilizira povrsSinsku
barijeru oka i suznog filma, stvarajuéi tako povoljno mikrookruzenje
povrSine oka koje povecava stani¢nu adheziju i pokretljivost te potice
stani¢énu migraciju (15). Takoder, natrijev hijaluronat moze imati ulogu u
kontroli lokaliziranih upala Cesto prisutnih kod sindroma suhog oka. Natrijev
hijaluronat povecava stabilnost predkornealnog suznog filma, koji stiti o¢nu
povrsSinu od okoliSnih agenasa. Ima svojstva zadrzavanja vode, s afinitetom
1000 puta veéim od vlastite tezine. To povecava vlaznost povrSine oka i
smanjuje isparavanje suza. Svojstvo viskoelasti¢nosti omoguéuje mu
podmazivanje povrsine oka smanjujuéi trenje tijekom treptanja i ocnih

pokreta, ¢ime se smanjuje mehanicko ostecenje roznice (14).



1.3. Reologija
Reologija je znanstveno podrucje koje obuhvaca fenomen teCenja materije

(krutina, tekucina i plinova) pod utjecajem vanjske sile (16). Taj utjecaj je
naprezanje, o (Pa), omjer izmedu sile koja se primjenjuje, F (N) na jedinicu

povrsine, A (m?2):

o=F/A [2]

Dva klju¢na pojma u reologiji su elasti¢nost i viskoznost (17). Viskoznost

se moze opisati kao otpornost fluida na tecenje. Newton je definirao

viskoznost, n (Pas) tekucéine kao omjer izmedu smicanja (naprezanja), o

(Pa) i brzine smicanja, y (s™1):

n=oaly [3]
Utvrdio je da je ovaj omjer konstantan, Sto implicira da viskoznost tekudine
ostaje konstantna s povecanjem brzine smicanja. Stoga, tekucine koje
slijede ovaj odnos imaju istu viskoznost pri niskim i visokim brzinama
smicanja i nazivaju se Newtonovim fluidima (18). Primjeri Newtonovih
fluida su voda, zrak i alkohol. No, mnoge slozene tekudine, sustavi i
polimerne otopine ne pokazuju Newtonovo ponasanje, ve¢ im se viskoznost
mijenja pod utjecajem smicanja. Takve se tekudine nazivaju ne-Newtonovi

fluidi, a primjer su pasta, Sampon ili jogurt (19).

Drugi bitan pojam u reologiji je elasticnost. Ona se moze opisati kao
sklonost C¢vrstog materijala da se privremeno deformira kada je pod
utjecajem sile i vraéa svoj izvorni oblik i veli¢inu nakon uklanjanja
naprezanja (20). Svojstvo koje se pojavljuje kod mnogih ne-Newtonovih
fluida je viskoelasticnost. Ovo se svojstvo moze opisati kao kombinacija
elasti¢nog, koje se javlja kod ¢vrstih tvari, i viskoznog, koje se javlja kod
fluida, kada su pod utjecajem naprezanja (21). Tvari koje imaju
viskoelasti¢na svojstva, mogu se ponasati kao fluidi, tj. teé¢i u odredenim

uvjetima te se vratiti u svoje pocetno stanje u drugim uvjetima.



Viskoelasti¢nost proizlazi iz interakcije izmedu komponenti u tekudini, kao

Sto su polimerni lanci, Cestice i kapljice (17).

1.3.1 Reologija otopina natrijeva hijaluronata

Reologija je vrlo vazna u razumijevanju suznog filma, tj. pravih i umjetnih
suza tijekom cijelog ciklusa treptanja u kojem dolazi do promjena kako bi
se ucinkovito vlazila povrsina oka, zadrzala vlaga, te pruzila zastita od
prasine, bakterija itd. Umjetne suze se mogu klasificirati u dvije glavne
reoloSke kategorije, Newtonove i ne-Newtonove. Newtonovo ponasanje je
praceno konstantnom viskoznosti kao funkcijom smic¢ne brzine, dok se ne-
Newtonovo ponasanje moze prikazati u tri faze (Slika 3). Prva faza je
Newtonovo ponasanje opisano platoom pri vrlo niskoj smic¢noj brzini gdje
vrijedi n = no (viskoznost bez smicanja). Kod umjetnih i ljudskih suza ova
faza je prisutna u otvorenom oku, izmedu ciklusa treptanja, kada suzni film
miruje. U ovoj fazi pozeljna je visoka viskoznosti suza kako bi se izbjegla
drenaza i razbijanje suznog filma. Druga faza je smicno stanjivanje (shear
thinning). Dogada se s promjenom brzine kretanja kapaka, odnosno
treptanjem. Tada dolazi do sve vedeg pritiska na suzni film kako se
treptanje ubrzava, postupno smanjujuci viskoznost suznog filma kako bi se
omogucilo Sirenje suza po povrsini oka, Cime se izbjegava ostecenje
povrSine epitela. Na kraju, treca faza, koja predstavlja drugi Newtonov
plato pri visokim brzinama smicanja, gdje vrijedi n = nw (viskoznost tankog
filma nastalog pri ubrzanju treptaja). Mjerenje reoloskih svojstava umjetnih
suza trebalo bi se ispitivati u Sirokom rasponu brzina smicanja (reoloski
profil) kako bi se dobilo Sto viSe informacija o njihovom ponasanju u

slozenom sustavu suza u prirodnom okruzenju (Slika 3.) (18).
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Slika 2.: Ovisnost viskoznosti Newtonovih i ne-Newtonovih fluida o brzini smicanja

primijenjeno na treptanje oka (18)

Takoder, joS jedno vazno svojstvo kod suza je elasticnost. Ona je bitna
kako bi se suze brzo vratile u svoje inicijalno fizicko stanje prije sljedeéeg
treptanja. Na taj nacin se povecava udobnost i vrijeme zadrzavanja na oku.
Zbog toga bi idealne umjetne suze trebale bi biti viskoelasticne, sto im
omogucuje Sirenje po roznici u tankom prozirnom sloju sa svakim
treptajem, te nakon toga brzo vracanje u stanje prije treptanja kako bi bile

spremne za sljededi treptaj (18).

1.3.2. Reoloska karakterizacija pomoc¢u reometra

Reometar je uredaju koji mjeri odnos naprezanja i deformacije kako bi se
razumjela svojstva telenja, tolnije deformacije materijala (22). Ima
nekoliko mjernih sustava, ali za mjerenje otopina natrijeva hijaluronata
koristi se mjerni sustav ,cone and plate™ (CP). Ovaj sustav sastoji se od
gornjeg mjernog tijela, tj. ,cone"™ te donjeg mjernog tijela, tj. ,plate®. Kut
izmedu povrSina ova dva mjerna tijela ovisi o vrsti testa koji se izvodi i

najcesée je oko 1-2 stupnja (23).



Reometar mjeri ovisnost viskoznosti o brzinama smicanja (24). Ovim se
mjerenjem dobivaju informacije o ponasanju otopine tijekom smicanja Sto

emitira prirodni ciklus treptanja oka (25).

1.3.3. Reoloske metode u farmaceutskoj industriji

ReolosSka karakterizacija je vrlo bitna u farmaceutskoj industriji zato Sto
reoloSka svojstva mogu znacajno utjecati na kvalitetu i djelotvornost
proizvoda. Ovakva se karakterizacija odnosi na istrazivanje tecenja
materijala i ponasanje, tj. deformaciju. Zajedno s viskoznos¢u formulacije,
elasticnoscu i plasticnos¢u, reolosko ponasanje moze utjecati na procese
proizvodnje, izgled, dugorocnu stabilnost, doziranje, senzorska svojstva i
in vivo ucCinak. Reoloska mjerenja mogu dati i informacije o varijabilnosti
proizvedenih serija te terapijskoj ucinkovitosti. Takoder, pruzaju uvid u
stabilnost otopine se te pomocu njih moze odrediti postoji li znacajan
utjecaj na mikrostrukturu proizvoda ovisno o nacinu primjene proizvoda.
Biofarmaceutske karakteristike, kao Sto je otpustanje lijeka i apsorpcija,
takoder ovise o reoloSkom profilu formulacije (26). Postoji vise ¢imbenika,
Siroko opisanih u literaturi, koji utjeCu na mikrostrukturu te pri ¢emu
reoloske karakteristike igraju nepobitnu ulogu. Iz tog razloga Europska
agencija za lijekove (EMA) je predstavila specificne zahtjeve koji se ticu
reoloskih parametara koji se trebaju posti¢ci dok se opisuje reolosko

ponasanje odredene formulacije (27,28).

1.4. Mukoadhezija
U kasnim 80-tim te ranim 90-tim povecalo se zanimanje i razvoj
mukoadhezivnih formulacija u farmaceutskoj industriji. Ove su formulacije
produljile postojanost lijeka na sluznici (mukozi), poboljSale djelovanje i
apsorpciju te bioraspolozivost lijeka, a time i njegovu terapijsku
ucinkovitost. Mukoadhezija se moze opisati kao privlacna sila izmedu

bioloSkog materijala i mukoze ili mukozne membrane (29).



Smatra se rezultatom dviju faza. U prvoj fazi, uspostavljen je kontakt
izmedu mukadhezivnog materijala i bioloskog supstrata. Ovdje klju¢nu
ulogu igraju sposobnost materijala da se Siri na bioloSki supstrat i
medufazne sile koje se stvaraju izmedu mukoadhezivhog materijala i
supstrata. U drugoj fazi, stvaraju se fizickih zapleti i sekundarne kemijske
veze izmedu mukoadhezivhog materijala i sluzi (mukoze). U slucaju
polimernih materijala, takvoj fazi prethodi medusobno prozimanje
polimernih lanaca i glikoproteina mucina, koji su glavne komponente sluzi
(30). Tijekom te druge faze dolazi do jacanja mukoadhezivnog sucelja.
Takvo sucelje se moze zamisliti kao sloj sluzi ,pomijesan" s

mukoadhezivnim materijalom (29).

Kemijski sastav mucina je heterogena mjesavina glikoproteina velike
molekulske mase i neglikoziliranih domena bogatih cisteinom. Glikani su
kovalentno povezani Cetkasti oligosaharidi s prosjecno 8-10 jedinica.
Disulfidni mostovi javljaju se izmedu domena bogatih cisteinom i generiraju
umrezeni trodimenzionalni polimerni gel (26). Mukoadhezivni polimeri
imaju brojne hidrofilne skupine, kao Sto su hidroksilna, karboksilna, amidna
i sulftana. Te se skupine vezu na sluznicu ili stani¢cnu membranu vodikovim
vezama, hidrofobnim ili elektrostatskim interakcijama. Hidrofilne skupine,
takoder uzrokuju i bubrenje polimera u vodi. Na mukoadheziju nekog spoja
mogu utjecati brojni faktori, ukljucujuci hidrofilnost, molekulsku masu,

cross-linking, bubrenje, pH i koncentraciju aktivhog polimera (31).

1.4.1. Tehnika za odredivanje mukoadhezije
Reoloske tehnike koje proucavaju tecenje i deformaciju materijala pri

primjeni sile (smicanje) koriste se za predvidanje mukoadhezivnih
svojstava polimernih formulacija (31). Pomocu takvih tehnika razmatraju
se reoloske promjene otopine polimera prije i nakon mijeSanja s mucinom
kao provjera pojave mukoadhezivne interakcije. Prema takvom pristupu,
reoloSke promjene proizlaze iz iste fizikalno-kemijske interakcije koje se

mogu dogoditi tijekom mukoadhezije. Godine 1990. Hassan i Gallo, prvi u



ovom podrucju, predlozili su sinergisticko povecanje viskoznosti uoceno
kada se polimer pomijesa s mucinom. Kao indeks ¢vrsto¢e mukoadhezivne

veze predlozili su sljedecu jednadzbu:

ne=nm+ np + An [4]
Gdje je nt viskoznost otopine u kojoj su pomijeSani polimer i mucin, nm je
viskoznost otopine mucina, np je viskoznost otopine polimera, An je
komponenta bioadhezije, koja predstavlja razliku izmedu viskoznosti
otopine u kojoj su pomijeSani mucin i uzorak, i zbroja viskoznosti samog
uzorka i samog mucina. Na viskoznost smjese mucina i polimera mogu
utjecati viskoznost otopine mucina, viskoznost otopine polimera i
viskoznost komponente koja nastaje kao rezultat interakcije izmedu
polimera i mucina, Sto je izravna procjena jacine bioadhezije. Takva
komponenta oznacena je pojmom ,relativni reoloski sinergizam”, koji se
koristi za procjenu mukoadhezivhog potencijala polimera i tekudih

formulacija (29).
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2.CIL]J RADA

Tema ovog rada je mukoadhezija farmaceutskih otopina koje sadrze
natrijev hijaluronat, te kako maseni udjeli i molekulske mase natrijevog

hijaluronata utjeCu na mukoadheziju otopina.
U svrhu toga ispitale su se sljedece hipoteze:

1. Vrsta i maseni udio natrijeva hijaluronata te osmolalnost otopine
utjeCu na reoloSke karakteristike otopine koje sadrze natrijev
hijaluronat.

2. Vrijeme i temperatura od 50 °C utjeCu na reoloske karakteristike
otopine koje sadrze natrijev hijaluronat.

3. Promjena molekulske mase (duljine lanca) i masenog udjela natrijeva

hijaluronata te osmolalnosti utjecu na mukoadheziju otopina.
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3.MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali
Za izradu otopina koje sadrze natrijev hijaluronat koriStena su tri natrijeva

hijaluronata (Bloomage Biotechnology Corp., Ltd., Kina), razlicitih
intrinzi¢nih viskoznosti (molekulskih masa): 0,6 m3/kg (244 KDa), 1,7
m3/kg (980 kDa), te 2,3 m3/kg (1420 kDa). Takoder, za pripremu otopina
koriSten su joS natrijev klorid (Kemika D.D., Hrvatska), natrijev
dihidrogenfosfat dihidrat (Merck KGaA, Njemacka), dinatrijev fosfat
bezvodni ( Merck KGaA, Njemacka), konzervans benzalkonijev klorid 50%
otopina (Novo Nordisk Pharmatech A/S, Danska), u radu c¢e se dalje
spominjat kao BAK. Za pripremu svih otopina koriStena je prociséena voda.
Za mukokadhezijski test koristio se svinjski Zelu¢ani mucin u prahu, tip II
(SIGMA-ALDRICH, Co., SAD).

3.2. Metode

3.2.1. Priprema otopina
Otopine su se pripremale tako da se u procis¢enu vodu dodao natrijev

klorid, natrijev hijaluronat, natrijev dihidrogenfosfat dihidrat, dinatrijev
fosfat bezvodni i BAK uz konstantno mijeSanje na mijesalici do potpunog
otapanja natrijeva hijaluronata. Natrijev hijaluronat manje intrinzi¢ne
viskoznosti, tj. kratko lancani se otopio brze (nakon 40 minuta), dok
natrijevom hijaluronatu vecih intrinzi¢nih viskoznosti, tj. dugo lan¢anom je
trebalo i do 4 sata do potpunog otapanja. Za svaki od tri natrijeva
hijaluronata pripremljene su otopine s razlicitim masenim udjelima
natrijeva hijaluronata: 0,21%, 0,4% i 0,6%. Svaka od tih devet otopina
pripremljena je s tri razlicita masena udjela natrijeva klorida; s 0,208%,
0,830% te 1,66% kako bi se pratila svojstva otopina kad su hipotonicne,
izotonicne te hipertoni¢ne. U Tablici 1. prikazana je matrica pripremljenih
otopina. Bududi da je danas trend razvijanje formulacija bez konzervansa,
pripremljena je i jedna otopina s natrijevim hijaluronatom intrinzi¢ne

viskoznosti 0,6 m3/kg, masenog udjela 0,4% bez dodatka BAK-a kako bi se
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provjerio utjecaj BAK, odnosno njegovog odsustva na svojstva otopina bez

konzervansa.

Kako bi se utvrdilo djelovanje mikroorganizama prisutnih u pripremljenim
otopina uz prisutnost konzervanasa (BAK) pripremljena je i jedna otopina
s natrijevim hijaluronatom intrinzicne viskoznosti 1,7 m3/kg, masenog
udjela 0,4% bez BAK-a, koja je sterilno filtrirana (uklonjeni su

mikroorganizmi iz otopine).

Svaka pripremljena otopina raspunjena je u tri bocice po 250 mL. Na jednoj
su bodici provedena mjerenja parametara neposredno nakon izrade
(interval TO). Druge dvije bocice su stavljene na uvjete ubrzanog starenja
na temperaturu 50 °C u komori za stabilnost. Jedna bocica povukla se s
uvjeta ubrzanog starenja nakon 1,5 mjeseci (interval T1,5), a druga nakon
3 mjeseca (interval T3). Nakon povlacenja s uvjeta ubrzanog starenja
tijekom mjerenja definiranih parametara uzorci su se ¢uvali na temperaturi
od 18-21°C. Prije samog mjerenja svi uzorci su temperirani jedan sat na

temperaturi laboratorija.

Tablica 1. Intrinzi¢ne viskoznosti (IV) i maseni udjeli natrijevog hijaluronata (NaHA) te
maseni udio natrijevog klorida u pripremljenim otopinama

IV(NaHA) w (NaCl)
0,6 1,7 2,3
(m3/kg) (%)
0,21 |0,4|06|021|04|06|0,21|0,4]|0,6 0,208
w(NaHA)
(%) 0,21 |0,4|06|0,21|04|06|0,21|0,4]|0,6 0,830
0,21 |04/06|0,21|04|06|0,21|04 0,6 1,66
3.2.2. Mjerenje pH

pH svake otopine izmjeren je pomocu pH-metra (SevenExcellence pH
meter S400, Mettler Toledo, Svicarska) te je mjerenje ponovljeno tri puta
za svaku otopinu. Kao konacna vrijednost uzela se srednja vrijednost tri

mjerenja. pH otopine mjerio se odmah nakon izrade otopine (T0), nakon
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1,5 mjeseca (T1,5) i nakon 3 mjeseca (T3) na uvjetima ubrzanog starenja

na temepraturi 50 °C.

3.2.3. Mjerenje osmolalnosti
Za mjerenje osmolanosti otopina koristen je osmometar (Osmomat

Gonotec 030-D, Njemacka) s pripadaju¢im racunalnim programom za
obradu podataka. Za jedan uzorak provedena su tri mjerenje te se kao
konacan rezultat uzela srednja vrijednost ta tri rezultata. Mjerenje se radilo
u intervalima TO, T1,5i T3.

3.2.4. Mjerenje viskoznosti
Viskoznost otopina mjerila se pomocu viskozimetra (Brookfield LV DV-II+

Pro, Kanada) i pripadaju¢eg racunalnog programa za obradu podataka.
Vreteno i brzina vrtnje vretena izabere se tako da mjerenje bude unutar
mjernog podrucja viskozimetra (izmedu 20% i 80% okretnog momenta?
(torque)). Prvo se odredila smicna brzina (shear rate) koja se smatra
kriticnom kod proizvoda koji se ispituje, te se onda odabralo vreteno i
brzina vrtnje vretena kojima se priblizno postize ta smicna brzina. Za
mjerenje pripremljenih otopina je odabrano vreteno za UL Adapter (UL-Y)
koje se koristi za uzorke nize viskoznosti. Temperatura na kojoj se
provodilo mjerenje je 32 °C. Mjerenje se ponavljalo dva puta te se uzela
njihova srednja vrijednost kao konacan rezultat. Kod mjerenja viskoznosti
ocekivana je veca varijabilnost radi brojnih faktora koji mogu utjecati na
mjerenje. Ako su mjerenja odstupala od srednje vrijednosti vise od 5%,
radilo se i tre¢e mjerenje te racunala srednja vrijednost ta tri mjerenja.
Dobiveni rezultati su iskazani u jedinici mPas. Viskoznost se odredivala u
intervalima TO, T1,5i T3.
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3.2.5. Reolosko mjerenje
Za reolosko mjerenje otopina koristen je reometar (Reometar MCR 120,

Anton Paar GmbH, Austrija). Za mjerenje i obradu podataka koristio se
racunalni program RheoCompass. Mjerni sustav koji se koristio je bio
~cone/plate" (CP) sustav. Tocnije, koristio se CP 50-1 (gdje je promijer
gornjeg i donjeg mjernog tijela 50 mm, a kut stoSca a = 1°). Za svaku
otopinu mjerenje se ponavljalo dva puta, a temperatura je bila postavljena

na 32 °C. Mjerenje se radilo u intervalima TO, T1,5i T3.

Rezultat mjerenja je krivulja ovisnosti viskoznosti (n) o smic¢noj brizni (y).
Ona prikazuje kako se uzorak ponasa, tj. koje su mu vrijednosti viskoznosti

pri razli¢itim brzinama smicanja (y). Krivulja viskoznosti se odreduju prema

formuli:
__ t[Pal
n [Pas] =~ = [5]
gdje T je smicanje.
3.2.6. Mjerenje povrsinske napetosti

Za mjerenje povrSinske napetosti otopina koristio se opticki tenziometar
(Attension Theta Flex, évedska) s odgovarajué¢im racunalnim programom
za obradu podataka OneAttension. Kod mjerenja povrsinske napetosti za
gustodu se uzimala vrijednost od 1 g/cm3, zato Sto je najveci udio otopine
voda, dok se za viskoznost uzimala vrijednost izmjerena za svaki uzorak.
Pomocu optickog tenziometra snima se kapljica. Obradom te slike odreduje
se kontaktni kut te se iz Young-Laplaceove jednadzbe izracunava
povrSinska napetost. Svako se mjerenje ponavljalo dva puta i uzeta je

srednja vrijednost. Mjerenje se radilo u intervalima TO, T1,5i T3.

3.2.7. Mukoadhenzivni test
Test mukoadhezije ispitivao se na otopinama pripremljenim sa tri

hijaluronata razlicitih intrinzi¢nih viskoznosti: 0,6 m3/kg, 1,7 m3/kg te 2,3

m3/kg, istog masenog udjela natrijeva hijaluronata (0,4%) i istog masenog
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udjela natrijeva klorida (0,83%). Kako bi se ispitao i utjecaj razlicitih
masenih udjela hijaluronata dodatno su pripremljene otopine s masenim
udjelom natrijeva hijaluronata od 0,21 % i 0,6 % gdje se koristio
hijaluronat jedne intrinzi¢ne viskoznosti (1,7 m3/kg) s jednim masenim
udjelom natrijevog klorida (0,83%). Dodatno, kako bi se ispitao utjecaj
natrijeva klorida (osmolanosti) na mukoadheziju pripremljene su otopine
natrijeva hijaluronata, masenog udjela 0,4%, intrinzicne viskoznosti 1,7
m3/kg, i s 0,208% i 1,66% natrijeva klorida.

Prije mjerenja otopine su razrijedene 50% sa prociS¢enom vodom (otopina
uzorka), i sa 6% otopinom mucina (otopina smjese uzroka i mucina).
Osnovna otopina mucina (10%) pripremila se u prociS¢enoj vodi uz
podesavanje pH na 6.2 sa 0,5 M NaOH. Razrijedene otopine mucina (3% i
6%) pripremile su se razrjedivanjem osnovne otopine u procis¢enoj vodi.
Reoloski se mjerila otopina 3% mucina (otopina mucina). Za svaku otopinu
provodilo se mjerenje na reometru pod istim uvjetima opisanim u poglavlju
3.2.5. Reolosko mjerenje. Za test mukoadhezije potrebno je reolosko
mjerenje otopine uzoraka, otopine mucina te otopine u kojoj su pomijesane

otopina mucina i otopina uzorka.

Kvantificira se viskoznost nulte smic¢ne brzine za svaku pripremljenu
otopinu jer se smatra da su vrijednosti viskoznosti pri niskim brzinama
smicanja najrelevantnije mukoadhezijskom ponasanju - najsli¢nije su
viskoznosti proizvoda u mirovanju i pocetnom kontaktu s povrSinom oka
(mucinom). Za izracun parametara reoloskog sinergizma koji ukazuje na

mukoadhezijska svojstva koristile su se formule:
An = n(otopina mucina i uzorka) — (n(uzorak) + n(mucin)) [6]
i’—n + 1, gdje jen = n(uzorak) + n(mucin) [7]

An predstavlja razliku izmedu stvarnih vrijednosti viskoznosti uzoraka
pomijeSanih s mucinom i teorijskih vrijednosti. Teorijske vrijednosti
definirane su kao zbroj vrijednosti viskoznosti uzoraka i mucina kad se

analiziraju pojedinacno. An/n+1 opisuje relativni reoloski sinergizam, tj.
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izrazava relativno povecanje viskoznosti s obzirom na sam uzorak i mucin.
Sva mjerenja provodila su se dva puta, te se uzela srednja vrijednost za
racunanje relativhog reoloskog sinergizma, a u sluajevima odstupanja
dobivenih vrijednosti viSe od 25% provelo se i tre¢e mjerenje. Dalje u
izracunu relativnog reoloskog sinergizma koristila se srednja vrijednost svih

provedenih mjerenja.
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4. REZULTATI

Rezultati mjerenja za tri intervala mjerenja, TO odmah nakon izrade
otopine, T1,5 nakon stajanja na uvjetu ubrzanog starenja na temperaturi
50°C tijekom 1,5 mjeseci te T3 nakon stajanja 3 mjeseca na istom uvjetu
prikazani su u nizim tablicama. Mjereni su pH, osmolalnost, povrsSinska
napetosti, viskoznost i reologija u sva tri intervala. Rezultati mjerenja u
svim otopinama sa 0,208%, 0,83% i 1,66% natrijeva klorida prikazani su

redom u tablicama 1., 2. i 3.

Tablica 2.: Rezultati mjerenja pH, osmolalnosti, povrsinske napetosti i viskoznosti
otopina pripremljenih s tri natrijeva hijaluronata (NaHA) razlicitih intrinzi¢nih viskoznosti
(0,6 m3/kg; 1,7 m3/kg; 2,3 m3/kg), svaki s tri masena udjela (0,21%; 0,4%; 0,6%); uz
maseni udio natrijeva klorida od 0,208%; parametri su se mjerili u tri vremenske tocke,
neposredno nakon izrade (T0), te nakon stajanja na uvjetu ubrzanog starenja na
temperaturi 50°C 1,5 mjeseci (T1,5) i 3 mjeseca (T3)

IV (?aHA) 0,6 0,6 0[6 1,7 1,7 1,7 2,3 2,3 2/3
(m3/kg)
w (NaHA) 021 | 04 | o6 | 021 | 04 06 | 021 | 04 0,6
(%)
Mjerenje u TO intervalu
pH 70 | 71 | 71 7,1 7.1 7,1 7.1 7.1 7,1
Osmolalnost 0,101 | 0,102 | 0,101 | 0,008 | 0,101 | 0,105 | 0,096 | 0,099 | 0,103
(Osmol/kg)
Povrsinska napetost |, , | 45 | 463 | 445 | 452 | 435 | 438 | 457 | 47,2
(mN/m)

Viskoznost (mPas) 2,99 6,02 11,1 12,3 57,2 250 35,3 235 1380

Mjerenje u T1,5 intervalu

pH 71 | 70 | 70 7,1 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0
Osmolalnost 0,103 | 0,103 | 0,110 | 0,100 | 0,104 | 0,106 | 0,103 | 0,104 | 0,104
(Osmol/kg)

Povrsinska napetost | 5 ¢ | 456 | 485 | 443 | 455 | 463 | 436 | 451 | 465
(mN/m)
Viskoznost (mPas) | 2,52 | 4,95 | 895 | 843 | 31,7 | 101 | 17,8 | 871 346
Mjerenje u T3 intervalu

pH 71 | 71 | 70 7,1 7.1 7,1 7,0 7.1 7,0
Osmolalnost 0,103 | 0,103 | 0,106 | 0,100 | 0,104 | 0,106 | 0,100 | 0,103 | 0,105
(Osmol/kg)

Povrsinska napetost | . | 4 5 | 455 | 437 | 45,5 | 466 | 43,4 | 440 | 46,5
(mN/m)
Viskoznost (mPas) | 2,21 | 3,89 | 853 | 635 | 20,8 | 541 | 13,1 | 47,8 314
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Tablica 3.: Rezultati mjerenja pH, osmolalnosti, povrsinske napetosti i viskoznosti
otopina pripremljenih s tri natrijeva hijaluronata (NaHA) razlicitih intrinzi¢nih viskoznosti
(0,6 m3/kg; 1,7 m3/kg; 2,3 m3/kg), svaki s tri masena udjela (0,21%; 0,4%; 0,6%); uz
maseni udio natrijeva klorida od 0,83%; parametri su se mjerili u tri vremenske tocke,

neposredno nakon izrade (T0), te nakon stajanja na uvjetu ubrzanog starenja na
temperaturi 50°C 1,5 mjeseci (T1,5) i 3 mjeseca (T3)

v (';'aHA) 06 | o6 | o6 | 1,7 1,7 1,7 2,3 2,3 2,3
(m3/kg)
w (NaHA) 021 | 04 | o6 | 021 | o4 06 | 0,21 | o4 0,6
(%)
Mjerenje u TO intervalu
pH 69 | 69 | 69 | 69 | 609 6,9 6,9 6,9 6,9
Osmolalnost 0,298 | 0,297 | 0,305 | 0,299 | 0,302 | 0,303 | 0,298 | 0,301 | 0,322
(Osmol/kg)
Povrsinska napetost | ., | 401 | 390 | 41,4 | 41,0 | 41,2 | 41,9 | 441 | 425
(mN/m)
Viskoznost (mPas) 2,89 | 4,94 | 9,78 | 9,92 | 49,0 | 184 | 258 | 192 | 1332
Mjerenje u T1,5 intervalu
pH 69 | 69 | 69 | 69 | 609 6,9 6,9 6,9 6,9
Osmolalnost 0,302 | 0,302 | 0,305 | 0,306 | 0,306 | 0,317 | 0,298 | 0,303 | 0,298
(Osmol/kg)
Povrsinska napetost | ., | .00 | 365 | 40,8 | 458 | 448 | 456 | 47,7 | 456
(mN/m)
Viskoznost (mPas) 2,70 4,10 | 9,00 | 5,42 27,1 98,6 15,0 64,0 349
Mjerenje u T3 intervalu
pH 69 | 69 | 69 | 69 | 609 6,9 6,9 6,9 6,9
Osmolalnost 0,302 | 0,303 | 0,304 | 0,295 | 0,302 | 0,307 | 0,293 | 0,305 | 0,302
(Osmol/kg)
PovrSinska napetost |, , | 375 | 390 | 41,8 | 439 | 441 | 436 | 423 | 480
(mN/m)
Viskoznost (mPas) 2,02 | 336 | 588 | 3,77 | 152 | 40,7 | 7,99 | 29,3 | 91,6
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Tablica 4.: Rezultati mjerenja pH, osmolalnosti, povrsinske napetosti i viskoznosti
otopina pripremljenih s tri natrijeva hijaluronata (NaHA) razli¢itih intrinzi¢nih viskoznosti
(0,6 m3/kg; 1,7 m3/kg; 2,3 m3/kg), svaki s tri masena udjela (0,21%; 0,4%; 0,6%); uz
maseni udio natrijeva klorida od 1,66%; parametri su se mjerili u tri vremenske tocke,
neposredno nakon izrade (T0), te nakon stajanja na uvjetu ubrzanog starenja na
temepraturi 50°C 1,5 mjeseci (T1,5) i 3 mjeseca (T3)

IV (NaHA)
0,6 0,6 0,6 1,7 1,7 1,7 2,3 2,3 2,3
(m3/kg)
w (NaHA) 0,21 | 0,4 06 | 021 | o4 06 | 021 | 0,4 0,6
(%)
Mjerenje u TO intervalu
pH 6,8 6,8 6,8 6,8 6,8 6,8 6,8 6,8 6,8

Osmolalnost 0,562 | 0,570 | 0,570 | 0,560 | 0,569 | 0,573 | 0,561 | 0,571 | 0,571

(Osmol/kg)
Povrsinska napetost | S o | o, | 364 | 384 | 364 | 41,1 | 382 | 374 | 44,9
(mN/m)
Viskoznost (mPas) 2,32 | 457 | 870 | 9,05 | 40,2 | 157 | 21,6 | 173 | 1011
Mjerenje u T1,5 intervalu
pH 6,8 68 | 68 | 68 | 68 | 68 | 68 | 68 6,8

Osmolalnost 0,567 | 0,564 | 0,585 | 0,574 | 0,568 | 0,568 | 0,567 | 0,570 | 0,572

(Osmol/kg)
Povrsinska napetost | o, | 0. | 364 | 387 | 380 | 350 | 389 | 380 | 41,8
(mN/m)
Viskoznost (mPas) 2,05 | 362 | 535 | 493 | 205 | 348 | 7,25 | 32,2 | 205
Mjerenje u T3 intervalu
pH 6,8 68 | 68 | 68 | 68 | 68 | 68 | 638 6,8

Osmolalnost 0,557 | 0,563 | 0,585 | 0,574 | 0,573 | 0,572 | 0,572 | 0,569 | 0,572

(Osmol/kg)

Povrsinska napetost | 55 | 3o, | 405 | 373 | 365 | 404 | 380 | 369 | 41,2
(mN/m)

Viskoznost (mPas) 1,89 | 3,20 | 509 | 449 | 125 | 30,1 | 6,17 | 26,0 | 93,6

4.1. pH, osmolalnost i povrsinska napetost
pH svih otopina je u rasponu od 6,8 do 7,1 te ostaje isti nakon stajanja na

uvjetu ubrzanog starenja na temperaturi od 50 °C 1,5 mjeseci kao i nakon

tri mjeseca.

Na osmolanost otopina u najvecoj mjeri je utjecala dodan maseni udio
natrijevog klorida dok promjena vrste natrijevog hijaluronata niti masenog

udjela natrijevog hijaluronata nije znacajno utjecala na osmolalnost. Sa
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0,208% natrijeva klorida otopina je hipotoni¢na, a osmolalnost je u rasponu
od 0,096 do 0,110 Osmol/kg. Otopine s 0,83% natrijeva klorida imaju
osmolalnost u izotonichom rasponu od 0,293 do 0,322 Osmol/kg.
Osmolalnost otopina s 1,66% natrijeva klorida je hipertoni¢na u rasponu
od 0,557 do 0,585 Osmol/kg. Stajanje na uvjetu ubrzanog starenja na
temperaturi od 50 °C takoder nema utjecaja na osmolalnost ni nakon tri

mjeseca.

Srednja vrijednost (ukljucujué¢i mjerenja na svim intervalima) povrsinske
napetost za hipotoni¢ne otopine je 45,41 mN/m, u rasponu 43,5 - 48,5
mN/m, za izotonicne otopine je 42,48 mN/m, u rasponu 36,0 - 47,9 mN/m,
a za hipertonicne je 38,24 mN/m, u rasponu 36,1 - 44,9 mN/m. Variranje
masenog udjela i vrste hijaluronata nije imalo znacajnog utjecaja na
povrSinsku napetost, kao ni starenje na uvjetu poviSene temperature
(Tablica 1. - 3.).

4.2. Viskoznost i krivulje ovisnosti viskoznosti o brzini
smicanja
Svakoj otopini izmjerena je viskoznost pomocu viskozimetra te je pomocu

reometra izmjerena krivulja viskoznosti koja prikazuje odnos viskoznosti i
brzine smicanja. Rezultati mjerenja viskoznosti prikazani su u Tablicima 2.
- 4. Viskoznost otopina raste s porastom intrinzi¢ne viskoznosti natrijeva
hijaluronata. Takoder, viskoznost otopina raste i s porastom masenog
udjela natrijeva hijaluronata u otopini. Krivulje ovisnosti viskoznosti o brzini
smicanja (reoloski profili) prikazane su na Slikama 3. - 11. Svim otopinama
natrijeva hijaluronata intrinzi¢nih viskoznosti 1,7 m3/kg i 2,3 m3/kg
viskoznost opada s brzinom smicanja, dok otopinama natrijeva hijaluronata
intrinzicne viskoznosti 0,6 m3/kg viskoznost ostaje konstantna s

povecanjem brzine smicanja.

Na pocetku krivulje otopina manjih viskoznosti vidljiva je varijabilnost
viskoznosti, to se dogada zato Sto mjerno tijelo nije prilagodeno za tako

niske viskoznosti.
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Kako bi se ispitao utjecaj osmolalnosti otopine na viskoznost pripremljene
su otopine natrijeva hijaluronata triju razli¢itih masenih udjela natrijeva
klorida, 0,208%, 0,83% i 1,66%. Usporedujuci njihove viskoznosti, vidljivo
je da hipotoni¢ne otopine imaju najveéu viskoznosti, dok s povecanjem
osmolalnosti opada viskoznost te to vrijedi za sve ispitane otopine natrijeva

hijaluronata (sve vrste i maseni udjeli natrijeva hijaluronata).

Mjerenja viskoznosti nakon stajanja na temperaturi od 50 °C pokazuju da
je doslo do pada u viskoznosti s duljim stajanjem na visokoj temperaturi.
Isto se dogada kod svih otopina neovisno o vrsti i masenom udjelu natrijeva
hijaluronata kao i o0 masenom udjelu natrijeva klorida. Iako starenjem na
temperaturi od 50 °C viskoznost opada, reoloske karakteristike svih otopina
ostaju iste (konstantna viskoznost otopina se natrijevim hijaluronatom
intrinzi¢ne viskoznosti 0,6 m3/kg, dok kod ostale dvije vrste natrijeva

hijaluronata viskoznost opada s pove¢anjem smicne brzine).
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Slika 3.: Ovisnost viskoznosti o brzini smicanja za otopine natrijeva hijaluronata uz
konstantni maseni udio natrijeva klorida od 0,208%; mjerenje je provedeno neposredno
nakon izrade otopina (T0); na x osi prikazana je smicna brzina (shear rate) u 1/s, anay

osi je prikazana viskoznost (viscosity) u mPas; IV(NaHA) - intrinzi¢na viskoznost
natrijeva hijaluronata; w(NaHA) - maseni udio natrijeva hijalorinata

—®-1v(NaHA)=2,3 m3/kg, w(NaHA)=0,6%; —® IV(NaHA)=2,3 m3/kg,
w(NaHA)=0,4%; ~©~ IV(NaHA)=2,3 m3/kg, w(NaHA)=0,21%; ® IV(NaHA)=1,7
m3/kg, w(NaHA)=0,6%; —® IV(NaHA)=1,7 m3/kg, w(NaHA)=0,4%; —®-
IV(NaHA)=1,7 m3/kg, w(NaHA)=0,21%; ~®- IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,6%:
-@- IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,4%; ~® IV(NaHA)=0,6 m3/kg,
w(NaHA)=0,21%:
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Viscosity - shear rate
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Slika 4.: Ovisnost viskoznosti o brzini smicanja za otopine natrijeva hijaluronata uz
konstantni maseni udio natrijeva klorida od 0,208%; mjerenje nakon 1,5 mjeseci
stajanja na uvjetu ubrzanog starenja (T1,5); na x osi prikazana je smic¢na brzina (shear
rate) u 1/s, a na y osi je prikazana viskoznost (viscosity) u mPas; IV(NaHA) - intrinzi¢na

viskoznost; w(NaHA) - maseni udio natrijeva hijaluronata; - IV(NaHA)=2,3 m3/kg,
w(NaHA)=0,6%; ~®~ IV(NaHA)=2,3 m3/kg, w(NaHA)=0,4%; & IV(NaHA)=2,3 m3/kg,
w(NaHA)=0,21%; “®- 1V(NaHA)=1,7 m3/kg, w(NaHA)=0,6%; -@- IV(NaHA)=1,7
m3/kg, w(NaHA)=0,4%; —@- IV(NaHA)=1,7 m3/kg, w(NaHA)=0,21%; ~@"
IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,6%; ~® IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,4%; —@-
IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,21%;
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Viscosity - shear rate
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Slika 5.: Ovisnost viskoznosti o brzini smicanja za otopine natrijeva hijaluronata uz
konstantni maseni udio natrijeva klorida od 0,208%; mjerenje nakon 3 mjeseca stajanja
na uvjetu ubrzanog starenja (T3); na x osi prikazana je smi¢na brzina (shear rate) u 1/s,
a na y osi je prikazana viskoznost (viscosity) u mPas; IV(NaHA) - intrinzi¢na viskoznost;

w(NaHA) - maseni udio natrijeva hijaluronata; ® IV(NaHA)=2,3 m3/kg,
w(NaHA)=0,6%; ~® IV(NaHA)=2,3 m3/kg, w(NaHA)=0,4%:; ® IV(NaHA)=2,3 m3/kg,
w(NaHA)=0,21%; ~©~ IV(NaHA)=1,7 m3/kg, w(NaHA)=0,6%; A IV(NaHA)=1,7

m3/kg, w(NaHA)=0,4%; ~® IV(NaHA)=1,7 m3/kg, w(NaHA)=0,21%; ~®"
IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,6%; —®- IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,4%:;
IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,21%:
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Slika 6.: Ovisnost viskoznosti o brzini smicanja za otopine natrijeva hijaluronata uz
konstantni maseni udio natrijeva klorida od 0,83%; mjerenje je napravljeno neposredno
nakon izrade otopina (T0); na x osi prikazana je smicna brzina (shear rate) u 1/s, anay

osi je prikazana viskoznost (viscosity) u mPas; IV(NaHA) - intrinzi¢na viskoznost;

w(NaHA) - maseni udio natrijeva hijaluronata; - IV(NaHA)=2,3 m3/kg,
w(NaHA)=0,6%; @~ IV(NaHA)=2,3 m3/kg, w(NaHA)=0,4%; “® 1V(NaHA)=2,3 m3/kg,
w(NaHA)=0,21%; ~®~ IV(NaHA)=1,7 m3/kg, w(NaHA)=0,6%; ~®~ IV(NaHA)=1,7
m3/kg, w(NaHA)=0,4%; -®- IV(NaHA)=1,7 m3/kg, w(NaHA)=0,21%; —@-
IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,6%; ~® IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,4%;
IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,21%;
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Slika 7.: Ovisnost viskoznosti o brzini smicanja za otopine natrijeva hijaluronata uz
konstantni maseni udio natrijeva klorida od 0,83%; mjerenje nakon 1,5 mjeseci stajanja
na uvjetu ubrzanog starenja (T1,5); na x osi prikazana je smicna brzina (shear rate) u
1/s, a na y osi je prikazana viskoznost (viscosity) u mPas; IV(NaHA) - intrinzi¢na
viskoznost; w(NaHA) - maseni udio natrijeva hijaluronata; “@- IV(NaHA)=2,3 m3/kg,
w(NaHA)=0,6%; ~® IV(NaHA)=2,3 m3/kg, w(NaHA)=0,4%; ~® IV(NaHA)=2,3 m3/kg,
w(NaHA)=0,21%; ~® 1v(NaHA)=1,7 m3/kg, w(NaHA)=0,6%; ~“®-1V(NaHA)=1,7
m3/kg, w(NaHA)=0,4%; ~®~1V(NaHA)=1,7 m3/kg, w(NaHA)=0,21%; —®-
IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,6%; +IV(NaHA)=O,6 m3/kg, w(NaHA)=0,4%; —®-
IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,21%;
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Viscosity - shear rate
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Slika 8.: Ovisnost viskoznosti o brzini smicanja za otopine natrijeva hijaluronata uz
konstantni maseni udio natrijeva klorida od 0,83%; mjerenje nakon 3 mjeseca stajanja
na uvjetu ubrzanog starenja (T3); na x osi prikazana je smicna brzina (shear rate) u 1/s,
a na y osi je prikazana viskoznost (viscosity) u mPas; IV(NaHA) - intrinzi¢na viskoznost;
w(NaHA) - maseni udio natrijeva hijaluronata; - IV(NaHA)=2,3 m3/kg,
w(NaHA)=0,6%; ~® IV(NaHA)=2,3 m3/kg, w(NaHA)=0,4%; ~©~ IV(NaHA)=2,3
m3/kg, w(NaHA)=0,21%; “® IV(NaHA)=1,7 m3/kg, w(NaHA)=0,6%; ~@-
IV(NaHA)=1,7 m3/kg, w(NaHA)=0,4%; g IV(NaHA)=1,7 m3/kg, w(NaHA)=0,21%;
® IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,6%; ~®- IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,4%;

@~ IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,21%;
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Viscosity - shear rate
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Slika 9.: Ovisnost viskoznosti o brzini smicanja za otopine natrijeva hijaluronata uz
konstantni maseni udio natrijeva klorida od 1,66%; mjerenje je napravljeno neposredno
nakon izrade otopina (T0); na x osi prikazana je smicna brzina (shear rate) u 1/s, anay

osi je prikazana viskoznost (viscosity) u mPas; IV(NaHA) - intrinzi¢na viskoznost;
w(NaHA) - maseni udio natrijeva hijaluronata; -0~ IV(NaHA)=2,3 m3/kg,
w(NaHA)=0,6%:; o IV(NaHA)=2,3 m3/kg, w(NaHA)= 0,4%; ~©~ IV(NaHA)=2,3
m3/kg, w(NaHA)=0,21%; “® IV(NaHA)=1,7 m3/kg, w(NaHA)=0,6%; ~@"
IV(NaHA)=1,7 m3/kg, w(NaHA)= 0,4%; ~©~ IV(NaHA)=1,7 m3/kg, w(NaHA)=0,21%;
-®- 1V(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,6%; ~® IV(NaHA)=0,6 m3/kg,
w(NaHA)=0,4%; ~@-1v=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,21%;
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Viscosity - shear rate
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Slika 10.: Ovisnost viskoznosti o brzini smicanja za otopine natrijeva hijaluronata uz
konstantni maseni udio natrijeva klorida od 1,66%; mjerenje nakon 1,5 mjeseci stajanja
na uvjetu ubrzanog starenja (T1,5); na x osi prikazana je smicna brzina (shear rate) u
1/s, a na y osi je prikazana viskoznost (viscosity) u mPas; IV(NaHA) - intrinzi¢na
viskoznost; w(NaHA) - maseni udio natrijeva hijaluronata; “@- IV(NaHA)=2,3 m3/kg,
w(NaHA)=0,6%; ® IV(NaHA)= 2,3 m3/kg, w(NaHA)=0,4%; ~©~ IV(NaHA)=2,3

m3/kg, w(NaHA)=0,21%; ~“®IV(NaHA)=1,7 m3/kg, w(NaHA)=0,6%;
IV(NaHA)=1,7 m3/kg, w(NaHA)=0,4%; ~® IV(NaHA)=1,7 m3/kg, w(NaHA)=0,21%;
-®- IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,6%; ~®~ IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,4%;
o IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,21%;
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Slika 11.: Ovisnost viskoznosti o brzini smicanja za otopine natrijeva hijaluronata uz
konstantni maseni udio natrijeva klorida od 1,66%; mjerenje nakon 3 mjeseca stajanja
na uvjetu ubrzanog starenja (T3); na x osi prikazana je smicna brzina (shear rate) u 1/s,
a na y osi je prikazana viskoznost (viscosity) u mPas; IV(NaHA) - intrinzi¢na viskoznost;
w(NaHA) - maseni udio natrijeva hijaluronata; —@- IV(NaHA)=2,3 m3/kg,

w(NaHA)=0,6%; ~® 1v(NaHA)=2,3 m3/kg, w(NaHA)=0,4%; —® IV(NaHA)=2,3 m%/kg,
w(NaHA)=0,21%; ~®- IV(NaHA)=1,7 m3/kg, w(NaHA)=0,6%; ~©~ IV(NaHA)=1,7

m3/kg, w(NaHA)=0,4%; ® IV(NaHA)=1,7 m3/kg, w(NaHA)=0,21%; ~&-

IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,6%; ~©~ IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,4%; “@-
IV(NaHA)=0,6 m3/kg, w(NaHA)=0,21%;

4.3. Otopine bez BAK-a
Usporedba rezultata za otopinu pripremljenu bez BAK-a i jednaku otopinu

pripremljenu s BAK-om prikazana je u Tablici 5. Vidi se razlika u povrsinskoj
napetosti. Viskoznosti obiju otopina padaju sa stajanjem na uvjetu
ubrzanog starenja na temperaturi 50 ©°C, dok povrSinska napetost,
osmolalnost i pH ostaju nepromijenjeni.

Tablica 5.: Rezultati mjerenja za otopine natrijeva hijaluronata intrinzi¢ne viskoznosti

0,6 m3/kg i masenog udjela natrijeva hijaluronata 0,4% te masenog udjela natrijeva
klorida 0,83% pripremljene sa BAK-om i bez BAK-a

Otopina s BAK-om | Otopina bez BAK-a
Mjerenje u TO intervalu
pH 6,9 6,9
Osmolalnost
(Osmol/kg) 0,279 0,298
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Povrsinska napetost

(mN/m) 40,1 70,0
Viskoznost (mPas) 4,94 4,94
Mjerenje u T1,5 intervalu
pH 6,9 619
Osmolalnost
(Osmol/kg) 0,302 0,302
Povrsinska napetost
(mN/m) 40,0 70,5
Viskoznost (mPas) 4,10 4,00

Mjerenje u T3 intervalu

pH 6,9 619
Osmolalnost
(Osmol/kg) 0,303 0,307
Povrsinska napetost
(mN/m) 37,5 71,9
Viskoznost (mPas) 3,36 3,35

Usporedba rezultata za otopinu pripremljenu bez BAK-a i dodatno sterilno

filtriranu i jednaku otopinu pripremljenu s BAK-om prikazana je u Tablici 6.

Razlika je vidljiva u povrsinskoj napetosti dok su im viskoznost, osmolalnost

i pH gotovo jednaki. U T1,5 vremenu osim u povrsinskoj napetosti, razlika

je vidljiva i u viskoznosti, dok u T3 vremenu razlika u viskoznosti nije

znacajna.

Tablica 6.: Rezultati mjerenja za otopine natrijeva hijaluronata intrinzi¢ne viskoznosti
1,7 m3/kg i masenog udjela natrijeva hijaluronata 0,4%, uz maseni udio natrijeva klorida
od 0,83 % pripremljene sa BAK-om i bez BAK i uz sterilnu filtraciju

Otopina bez BAK-a i
Otopina s BAK-om ) o
sterilno filtrirana
Mjerenje u TO intervalu
pH 6[9 619
Osmolalnost (Osmol/kg) 0,302 0,303
Povrsinska napetost
41,0 75,0
(mN/m) '
Viskoznost (mPas) 49,0 47,0
Mjerenje u T1,5 intervalu
pH 6,9 6,9
Osmolalnost (Osmol/kg) 0,306 0,305
Povrsinska napetost
45,8 74,3
(mN/m)
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Viskoznost (mPas) 27,1 17,1
Mjerenje u T3 intervalu

pH 6,9 619
Osmolalnost (Osmol/kg) 0,302 0,300

Povrsinska napetost
44,0 71,9

(mN/m)

Viskoznost (mPas) 15,2 13,5

4.4. Mukoadhezijski test

Rezultati relativnog reoloskog sinergizma dobiveni mjerenjem na reometru
prikazani su u Tablici 7. Na reometru mjerila se otopina uzorka 50%
razrijedena, otopina mucina koncentracije 3% i otopina u kojoj su
pomijeSani uzorak i mucin u omjeru 50:50. Dobivene krivulje viskoznosti

prikazane su na Slikama 12. - 18.

Tablica 7.: Rezultati mukoadhezijskog testa; kao podaci uzete su srednje vrijednosti
mjerenja,; n(uzorak) - viskoznost otopine uzorka razrijedene 50%; n(mucin) - viskoznost
3% otopine mucina; n(mix) — viskoznost smjese 6% otopine mucina i uzorka (u omjeru
50:50); An - razlika izmedu viskoznosti otopine smjese mucina i uzoraka i zbroja
viskoznosti uzorka i viskoznosti mucina

n(uzorak)
v w w ( 9 | n( in) (mix) A Relativni
uzora mucin mix +
(NaHA) | (NaHA) | (NaCl) i i n i reoloski
(mPas)?! (mPas) | (mPas) | n(mucin) | (mPas)
(m3/kg) (%) (%) sinergizam?
(mPas)
1,7 0,21 0,83 4,92 4,10 11,70 9,20 2,68 1,30
1,7 0,4 0,83 11,26 4,10 24,70 15,36 9,34 1,76
1,7 0,6 0,83 23,38 4,10 54,30 27,48 26,82 1,98
0,6 0,4 0,83 3,87 4,10 7,70 7,97 -0,28 0,97
2,3 0,4 0,83 29,98 4,10 48,06 34,08 13,98 1,41
1,7 0,4 0,208 14,38 4,10 28,73 18,48 10,25 1,55
1,7 0,4 1,66 7,96 4,10 24,87 12,06 12,81 2,06

1 Ovo je viskoznost uzorka razrijedenog 50%
2 |zratunat prema formulama 6 i 7. Vrijednosti veée od 1 znage da postoji interakcija s mucinom, a vrijednosti
manje od 1 znace da nema interakcije
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Viscosity - shear rate

Viscosity n in mPa's

01 1 10 100 1E+03 1E+04 1E+05
Shear Rate 7 in 1/s

Slika 12.: Ovisnost viskoznosti o brzini smicanja za otopine koristene u testu
mukoadhezije (otopina mucina, otopina uzorka i otopina smjese mucina i uzorka) za
otopine natrijeva hijaluronata intrinzi¢ne viskoznosti 1,7 m3/kg i masenog udjela 0,21%
te masenog udjela natrijeva klorida 0,83%; na x osi prikazana je smicna brzina (shear

rate) u 1/s, a na y osi je prikazana viskoznost (viscosity) u mPas; +otopina mucina -
1. mjerenje; & otopina mucina - 2. mjerenje; '._otopina uzorka - 1. mjerenje; P
otopina uzorka - 2. mjerenje; ©- otopina uzorka - 3. mjerenje; ® otopina smjese

uzorka i mucina - 1. mjerenje; +otopina smjese uzorka i mucina - 2. mjerenje; ~©-
otopina smjese uzorka i mucina - 3. mjerenje;
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Viscosity - shear rate
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Slika 13.: Ovisnost viskoznosti o brzini smicanja za otopine koriStene u testu
mukoadhezije (otopina mucina, otopina uzorka i otopina smjese mucina i uzorka) za
otopine natrijeva hijaluronata intrinzi¢ne viskoznosti 1,7 m3/kg i masenog udjela 0,4% te
masenog udjela natrijeva klorida 0,83%; na x osi prikazana je smicna brzina (shear

rate) u 1/s, a na y osi je prikazana viskoznost (viscosity) u mPas; ©- otopina mucina -
1. mjerenje; o otopina mucina - 2. mjerenje; - otopina uzorka- 1. mjerenje; —-0-

otopina uzorka- 2. mjerenje; -~ otopina smjese uzorka i mucina - 1. mjerenje; ~©-
otopina smjese uzorka i mucina - 2. mjerenje;

35



Viscosity - shear rate
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Slika 14.: Ovisnost viskoznosti o brzini smicanja za otopine koristene u testu
mukoadhezije (otopina mucina, otopina uzorka i otopina smjese mucina i uzorka) za
otopine natrijeva hijaluronata intrinzi¢ne viskoznosti 1,7 m3/kg i masenog udjela 0,6% te
maseni udio natrijeva klorida 0,83%; na x osi prikazana je smic¢na brzina (shear rate) u
1/s, a na y osi je prikazana viskoznost (viscosity) u mPas; +otopina mucina - 1.
mjerenje; - otopina mucina - 2. mjerenje; ~@- otopina uzorka - 1. mjerenje; ~@-
otopina uzorka - 2. mjerenje; - otopina smjese uzorka i mucina - 1. mjerenje; @
otopina smjese uzorka i mucina - 2. mjerenje;
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Viscosity - shear rate
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Slika 15.: Ovisnost viskoznosti o brzini smicanja za otopine koriStene u testu
mukoadhezije (otopina mucina, otopina uzorka i otopina smjese mucina i uzorka) za
otopine natrijeva hijaluronata intrinzi¢ne viskoznosti 0,6 m3/kg i masenog udjela 0,4% te
masenog udjela natrijeva klorida 0,83%; na x osi prikazana je smi¢na brzina (shear
rate) u 1/s, a na y osi je prikazana viskoznost (viscosity) u mPas; - otopina mucina -

1. mjerenje; -9 otopina mucina - 2. mjerenje; "._otopina uzorka - 1. mjerenje; o

otopina uzorka - 2. mjerenje; g & otopina uzorka - 3. mjerenje; ~@- otopina smjese
uzorka i mucina - 1. mjerenje; @ otopina smjese uzorka i mucina - 2. mjerenje;
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Viscosity - shear rate
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Slika 16.: Ovisnost viskoznosti o brzini smicanja za otopine koriStene u testu
mukoadhezije (otopina mucina, otopina uzorka i otopina smjese mucina i uzorka) za
otopine natrijeva hijaluronata intrinzi¢ne viskoznosti 2,3 m3/kg i masenog udjela 0,4% te
masenog udjela natrijeva klorida 0,83%; na x osi prikazana je smic¢na brzina (shear

rate) u 1/s, a na y osi je prikazana viskoznost (viscosity) u mPas; +otopina mucina -
1. mjerenje; & otopina mucina - 2. mjerenje; ® otopina uzorka - 1. mjerenje; -~

otopina uzorka - 2. mjerenje; ~®~ otopina smjese uzorka i mucina - 1. mjerenje; L
otopina smjese uzorka i mucina - 2. mjerenje;
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Viscosity - shear rate
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Slika 17.: Ovisnost viskoznosti o brzini smicanja za otopine koriStene u testu
mukoadhezije (otopina mucina, otopina uzorka i otopina smjese mucina i uzorka) za
otopine natrijeva hijaluronata intrinzi¢ne viskoznosti 1,7 m3/kg i masenog udjela 0,4% te
masenog udjela natrijeva klorida 0,208%; na x osi prikazana je smi¢na brzina (shear

rate) u 1/s, a na y osi je prikazana viskoznost (viscosity) u mPas; +otopina mucina -

1. mjerenje; - otopina mucina - 2. mjerenje; '@'otopina uzorka - 1. mjerenje; ~@-

otopina uzorka - 2. mjerenje; ~@= otopina smjese uzorka i mucina - 1. mjerenje;
otopina smjese uzorka i mucina - 2. mjerenje;
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Viscosity - shear rate
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Slika 18.: Ovisnost viskoznosti o brzini smicanja za otopine koristene u testu
mukoadhezije (otopina mucina, otopina uzorka i otopina smjese mucina i uzorka) za
otopine natrijeva hijaluronata intrinzi¢ne viskoznosti 1,7 m3/kg i masenog udjela 0,4% te
masenog udjela natrijeva klorida 1,66%; na x osi prikazana je smicna brzina (shear
rate) u 1/s, a na y osi je prikazana viskoznost (viscosity) u mPas; +otopina mucina -
1. mjerenje; o otopina mucina - 2. mjerenje; "B'otopina uzorka - 1. mjerenje; ~@-
otopina uzorka - 2. mjerenje; ~®@- otopina smjese uzorka i mucina - 1. mjerenje; ~©-
otopina smjese uzorka i mucina - 2. mjerenje;
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5. RASPRAVA

Natrijev hijaluronat Cest je sastojak kapi za oko. Osim Sto vlazi i regenerira
oko, natrijev hijaluronat je polimer koji ima mukoadhezivna svojstva, tj.
stvara interakciju s mucinom koji je sastavni dio sluznice (mukoze) oka i
time produljuje zadrzavanje formulacije na oku (29). Dulje zadrzavanje na
oku omogucduje vecu djelotvornost kapi za oko te se danas razvijaju
farmaceutske formulacije u tom smjeru. Dobro je poznat utjecaj
molekulske mase i koncentracije natrijeva hijaluronata, kao i utjecaj
koncentracije soli na viskoznost ovakvih otopina, no nije potvrden utjecaj

tih varijabli na interakciju s mucinom sto je glavna svrha ovog rada (24,33).

Otopina natrijeva hijaluronata intrinzicne viskoznosti 0,6 m3/kg
(molekulske mase 244 kDa) jedina je pokazala izostanak interakcije s
mucinom (vrijednost je manja od 1) (Slika 19, prvi stupac). Kako bi se
utvrdilo je li razlog nedostatka interakcije s mucinom mala intrinzi¢na
viskoznost odnosno mala molekulska masa natrijeva hijaluronata ili
njegova mala koncentracija i posljedi¢no niska viskoznost ispitane otopine,
trebala bi se ispitati interakcija s otopinom natrijeva hijaluronata male
intrinzicne viskoznosti, ali vele koncentracije. Takoder radi niske
viskoznosti i stoga vece varijabilnosti mjerenja potrebno je provesti

ispitivanje na vec¢em broju uzoraka.

Kod otopina natrijeva hijaluronata intrinzi¢nih viskoznosti 1,7 m3/kg i 2,3
m3/kg postoji interakcija s mucinom, no otopina natrijeva hijaluronata vece
intrinzicne viskoznosti (2,3 m3/kg) nije pokazala veci reoloski sinergizam
od otopine natrijeva hijaluronata intrinzicne viskoznosti 1,7 m3/kg.
Posljednja je pokazala vedi reoloski sinergizam od otopine natrijeva
hijaluronata intrinzi¢ne viskoznosti 0,6 m3/kg. Odnosno nije opazen
proporcionalan porast reoloSkog sinergizma s porastom intrinzi¢ne
viskoznosti natrijevog hijaluornata (Slika 19, prvi, drugi i treci stupac).
Daljnje ispitivanje trebalo bi se nastaviti na nacin da se ispita vise razlicitih

natrijevih hijaluronata (sa Sirim rasponom intrinzi¢nih viskoznosti).
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Otopine natrijeva hijaluronata intrinzi¢ne viskoznosti 1,7 m3/kg, s razlicitim
masenim udjelima natrijevog hijaluronata 0,21%, 0,4% i 0,6% pokazale su
da parametar relativhog reoloskog sinergizma raste s porastom masenog

udjela (Slika 19, cCetvrti, drugi i peti stupac).

Takoder, relativni reoloski sinergizam ispitan za otopine sa natrijevim
hijaluronatom iste intrinzicne viskoznosti i masenog udjela raste s
porastom osmolalnosti (porastom masenog udjela natrijeva klorida:
0,208%, 0,83% i 1,66%) (Slika 19, stupac Sesti, drugi i sedmi stupac).
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Slika 19.: Relativni reoloski sinergizam svih otopina natrijeva hijaluronata razlicitih
intrinzi¢nih viskoznosti (IV(NaHA), m3/kg), masenog udjela natrijevog hijaluronatata
(w(NaHA), %) i masenog udjela natrijeva klorida (w(NaCl), %)

Mjerenjem na reometru dobivene su krivulje ovisnosti viskoznosti o brzini
smicanja. Iz dobivenih rezultata (Slike 3. — 11.) vidi se da otopine natrijeva

hijaluronata intrinzi¢nih viskoznosti 1,7 m3/kg i 2,3 m3/kg mogu opisati
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ponasanjem smicnog stanjivanja koje je karakteristicno za ne-Newtonove
fluide. Smic¢no stanjivanje je ponasanje u kojem dolazi do smanjenja
viskoznosti povecanjem smicne brzine (34). Molekule natrijeva hijaluronata
velikih molekulskih masa se pri primjeni smi¢ne brzine raspetljavaju i
poravnavaju u polju smicanja zbog ¢ega i dolazi do pada u viskoznosti (35).
Kod otopina natrijevog hijaluronata manje intrinzi¢ne viskoznosti (u ovom
slu¢aju molekulske mase od 244 kDa, intrinzicne viskoznosti 0,6 m3/kg)
viskoznost ostaje konstantna s poveanjem brzine smicanja Sto upucuje da
otopina s ovom vrstom natrijeva hijaluronata imaju svojstva Newtonovih
fluida (Slike 3. - 11.).

Kod otopine natrijeva hijaluronata intrinzi¢ne viskoznosti 1,7 m3/kg nakon
stajanja na uvjetu ubrzanog starenja na temperaturi od 50 °C, viskoznost
pada i ispod viskoznost inicijalno mjerenih za otopine natrijeva hijaluronata
intrinzi¢ne viskoznosti 0,6 m3/kg a koje pokazuju ponasanje Newtonovih
fluida. Unato¢ niskim viskoznostima nakon 1,5 i 3 mjeseca otopine sa
natrijevim hijaluronatima intrinzi¢nih viskoznosti 1,7 m3/kg i 2,3 m3/kg i
dalje pokazuju ne-Newtonovo ponasanje, Sto govori da reolosko ponasanje
ne ovisi iskljucivo o viskoznosti pripremljene otopine, ve¢ i o vrsti natrijeva
hijaluronata koji je koristen, odnosno njegovoj molekulskoj masi. Ovo moze
biti objasnjenje za nedostatak interakcije s mucinom kod otopine natrijeva
hijaluronata 0,6 m3/kg. U svrhu potvrde potrebna su daljnja ispitivanja s
razli¢itim molekulskim masama i koncentracijama natrijeva hijaluronata,

kako je prethodno predlozeno.

Rezultati utjecaja molekulske mase (intrinzicne viskoznosti) i masenog
udjela natrijeva hijaluronata na viskoznost otopina dobiveni u ovom radu
slazu se s literaturnim podacima (24). Ovim se mjerenjima potvrdilo da
viskoznost otopine natrijeva hijaluronata ovisi o njegovoj molekulskoj masi
koja raste s porastom intrinzi¢ne viskoznosti. Viskoznost raste s porastom
intrinzicne viskoznosti spoja, tj. s povecanjem molekulske mase spoja.

Takoder, viskoznost otopine eksponencijalno se povecava s povecanjem
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masenog udjela natrijeva hijaluronata (Slika 20.). Razlog tome je Sto kod
otopina natrijeva hijaluronata veée molekulske mase i koncentracije dolazi
do lakSe zapetljanja, ¢ime se stvara slozenija i otpornija trodimenzionalna
mreza polimera Sto rezultira povecanjem viskoznosti i viskoelasti¢nosti
spoja. S druge strane, kracdi lanci se ne zaplicu tako ucinkovito Sto ne
pridonosi znacajnom povecanju viskoznosti te rezultira manjom viskoznosti
(36).
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Slika 20.: Odnos viskoznosti i masenog udjela natrijeva hijaluronata tri natrijeva
hijaluronata razlicitih intrinzi¢nih viskoznosti (IV(NaHA)); maseni udio natrijeva klorida je
0,83%; mjerenje je provedeno neposredno nakon izrade (TO)

Otopine s 0,208 % i 1,66% natrijeva klorida imaju isto ponasanje s obzirom
na koncentraciju i vrstu natrijeva hijaluronata kao Sto i imaju otopine s
0,83% natrijeva klorida. Tocnije, s porastom intrinzicne viskoznosti
natrijeva hijaluronata, raste i viskoznost, kao i s porastom njegova
masenog udjela. Otopine s 0,208% natrijevog klorida imaju najvecu
viskoznost te ona pada s poveéanjem masenog udjela natrijeva klorida
(Slika 21.). Natrijev hijaluronat ima negativno nabijene karboksilne skupine
duz cijelog lanca. Povecanjem koncentracije natrijeva klorida, povecava se
koncentracije natrijevih iona koji smanjuju elektrostatsko odbijanje izmedu

karboksilnih skupina u polimernom lancu sto dovodi do smanjena dimenzije
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molekula natrijeva hijaluronata te posljedicno do smanjenja viskoznosti
otopine (33).
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Slika 21.: Odnos viskoznosti i masenog udjela natrijeva hijaluronata intrinzi¢ne
viskoznosti 1,7 m3/kg u otopinama s tri masena udjela natrijeva klorida; mjerenje je
provedeno neposredno nakon izrade (TO)

Stajanjem na uvjetu ubrzanog starenja na temperaturi od 50 °C nakon 1,5
mjeseci primijecen je pad u viskoznosti kod svih otopina, te nakon 3
mjeseca viskoznost je dodatno pala. Kod otopina s natrijevim hijaluronatom
intrinzi¢ne viskoznosti 0,6 m3/kg vidljiv je manji pad u viskoznosti nakon
stajanja na uvjetu, ali su i same viskoznosti niske u odnosu na vrijednosti
viskoznosti kod natrijeva hijaluronata vecih intrinzi¢nih viskoznosti. Do
smanjenja viskoznosti je dosSlo zato Sto se polimeri poput natrijeva
hijaluronata mogu razgraditi izlaganjem visokim temperaturama.
Razgradnja moze rezultirati smanjenjem molekulske mase, raskidanjem
lanaca i promjenom konformacije polimera (37). Takoder, viskoznost je bila
niza nakon duzeg stajanja na uvjetu ubrzanog starenja na temperaturi 50
OC jer se razgradnja natrijeva hijaluronata povecava i s vremenom

zagrijavanja, tj. stajanja na visokim temperaturama (Slika 22.) (38).
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Slika 22.: Odnos viskoznosti i masenog udjela natrijeva hijaluronata intrinzi¢ne
viskoznosti 1,7 m3/kg; neposredno nakon izrade (T0), nakon stajanja na uvjetu
ubrzanog starenja na temperaturi 50 °C tijekom 1,5 mjeseci (T1,5) i nakon stajanja na
uvjetu ubrzanog starenja na temperaturi 50 °C tijekom 3 mjeseca (T3); maseni udio
natrijeva klorida je 0,83%

Kako bi otopina natrijeva hijaluronata bila odobrena za koristenje kao kapi
za oCi potrebno je zadovoljiti odredene farmaceutske zahtjeve. pH otopina
bio je u rasponu 6,8 - 7,1 Sto je optimalno za otopine koje bi se koristile
kao kapi za oci kako bi bile ugodne za oko (39,40). Ispitivane otopine
pripremljene su s ciljanim pH, a ovim radom je potvrdeno da ne dolazi do

promjena na povisenim temperaturama i starenjem otopine.

Osmolalnost otopina takoder je bitno svojstvo kapi za oci. Hipotonicne i
izotoni¢ne otopine natrijeva hijaluronata mogle bi se koristiti za smanjenje
neugodnog osjecaja u oku, ostec¢enja povrsine oka i upale koji se javljaju
kao posljedica hiperosmolalnosti koja je simptom sindroma suhog oka (41),

dok hipertoni¢ne otopine mogu izazivati nelagodu.

Idealne kapi za oCi oponasat ¢e povrsinsku napetost koja se nalazi u oku.
Odgovarajuc¢a povrsinska napetost omogucuje kapima za oci da rade svoj
posao, tj. navlazuju povrsSinu oka. Stabilni suzni film ima povrsinsku
napetost od 40 do 46 nM/m, dok je kod suhih ociju povrSinska napetost

suznog filma izmedu 44 i 53 nM/m (42). S nizom povrsinskom napetosti
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pospjesuju se svojstva vlazenja, ali ako je povrsinska napetost preniska
moze dodi do stvaranja nehomogenog filma na oku. Zato se smatra da je
najbolje da kapi za oci imaju slicnu povrSinsku napetost kao suzni film
osoba koje nemaju suhe oci (42). Sve otopine pripremljene s BAK-om imaju

slicnu povrsinsku napetost kao i suzni film.

Benzalkonijev klorid (BAK) je amonijev spoj koji ima razli¢ite primjene,
uklju€ujuci upotrebu kao konzervans u otopinama kako bi se zastitile od
mikroorganizama. Takoder, to je kationski surfaktant (44). Kada se doda
otopini natrijeva hijaluronata, BAK moze imati nekoliko ucinaka na svojstva
otopine. Jedno je od svojstva na koja djeluje kao kationski surfaktant je
povrSinska napetost. Otopine s BAK-om imaju manju povrsinsku napetost
u usporedbi s otopinom bez BAK-a. To se dogada jer molekule BAK-a imaju
tendenciju nakupljanja na granici tekucina-zrak. Na taj nacin smanjuju
privlacne sile izmedu molekula vode na povrsini Sto onda vodi do smanjenja
povrsinske napetosti (45). Osim povrsSinske napetosti, drugi se parametri

ne razlikuju znacajno u odnosu na otopine s BAK-om.

Kako bi se ispitao utjecu li mikroorganizmi na svojstva otopina provela se
sterilna filtracija na otopini natrijeva hijaluronata bez BAK-a. Pomocu
sterilne filtracije mikroorganizmi se uklanjaju iz farmaceutskih proizvoda
(47). Otopina je, takoder pokazala razlike u povrsinskoj napetosti, no na to
je utjecao izostanak BAK-a u sterilno filtriranoj otopini. U T1,5 intervalu
vidljiva je velika razlika u viskoznosti, dok su, nakon 3 mjeseca stajanja na
uvjetu ubrzanog starenja na temperaturi 50 ©C, viskoznosti priblizno
jednake. Velika razlika nakon 1,5 mjeseci se dogodila zato Sto otopina koja
je sterilno filtrirana nije mogla biti izmjerena odmah nakon sto je izvadena
sa uvjeta zbog tehnickih problema. Uzorak je mjeren nakon sSto je proslo
dodatnih mjesec dana od vadenja s uvjeta ubrzanog starenja na
temperaturi 50 °C te se pretpostavlja da je unato¢ vadenju s uvjeta
poviSene temperature dosSlo do razgradnje natrijeva hijaluronata
starenjem. Tome ide u prilog i ¢injenica da se vrijednosti nakon 3 mjeseca

znacajno ne razlikuju. Zaklju¢no rezultati za sterilnu otopinu i nesterilnu
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otopinu pripremljenu s konzervansom (BAK) se ne razlikuju osim
povrsinske napetosti na koje utjece BAK kao surfaktant. Time je potvrdeno
da je BAK djelotvoran u zastiti od mikroorganizama te mikroorganizmi nisu

promijenili svojstava otopina na koje utece natrijev hijaluronat.
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6. ZAKLJUCAK

Rezultati ovog rada dokazuju da mukoadhezijska svojstva natrijeva
hijaluronata ovise o njegovoj molekulskoj masi i koncentraciji u otopini te
osmolalnost same otopine. S povecanjem masenog udjela natrijeva
hijaluronata kao i s povecanjem osmolalnosti otopine, povecava se
interakcija s mucinom (izrazena kao relativni reoloski sinergizam). U
ispitivanim formulacijama kod otopine natrijeva hijaluronata niske
molekulske mase (<250kDa) nije opazena interakcija s mucinom. Otopine
s natrijevim hijaluronatima veée molekulske mase: 980 kDa i 1420 kDa
stvaraju interakciju, no temeljem dobivenih rezultata moze se zakljuciti da

s porastom molekulske mase ne dolazi do proporcionalnog rasta interakcije.

Ovim se radom potvrdilo da se u ispitivanim formulacijama viskoznost
otopina povedava s povecanjem intrinzicne viskoznosti i koncentracije
natrijeva hijaluronata, a smanjuje se s povecanjem osmolalnosti kao i sa

stajanjem na uvjetu ubrzanog starenja na temperaturi od 50 °C.

Takoder, rezultati potvrduju da reoloSko ponasanje otopina s natrijevim
hijaluronatom ovisi o njegovoj molekulskoj masi, odnosno duljini lanaca.
Natrijevi hijaluronati ve¢e molekulske mase, u ovom slucaju 980 kDa i 1420
kDa, su pokazali ne-Newtonovo ponasanje, dok je natrijev hijaluronat
manje molekulske mase, 244 kDa, pokazao Newtonovo ponasanje. Otopine
natrijeva hijaluronata vecih molekulskih masa zadrzale su ne-Newtonovo
ponasanje c¢ak i kad im je viskoznost uslijed djelovanja povisene
temperature i starenja pala na niske vrijednosti slicne onima koje su imale
otopine sa hijaluronatom male molekulske mase, ¢ime je potvrdeno da
reolosko ponasanje ne ovisi o viskoznosti pripremljenih otopina vec¢ u
prvom redu o molekulskoj masi odnosno duljini lanaca koristenih natrijevih

hijaluronata.

Rezultati ovog rada mogu biti doprinos kod razvoja formulacija kapi za oci.
U daljnjim istrazivanjima trebalo bi se detaljnije ispitivati mukoadhezivna
svojstva u ovisnosti o molekulskoj masi. Takoder, s obzirom da je doslo do

promjene u reoloskim karakteristikama otopina nakon stajanja na uvjetu
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ubrzanog starenja na temperaturi 50 °C, trebalo bi se ispitati utjecu li
vrijeme stajanja i temperatura na promjenu mukoadhezivhog svojstva.
Zbog velike varijabilnost rezultata, dobivenih reoloSkom metodom
Hagestrom (2003.) je predlozila da se ova reoloska metoda ne bi trebala
koristiti kao samostalna metoda za procjenu intenziteta mukoadhezije
polimernih otopina. Uz ovu metodu, za odredivanje mukoadhezijskih
svojstva mogle bi se koristiti joS metode poput mjerenja zeta potencijala
(49). Dok se rezultati dobiveni u ovom radu mogu smatrati dobrom

osnovom za daljnja istrazivanja.
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