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1. UvOD



1.1. Melatonin u dermalnoj primjeni

Melatonin je neurohormon Koji se prvenstveno sintetizira u epifizi, a kljucan je u
regulaciji cirkadijanog ritma (Ahmad i sur., 2023). Melatonin je snazan antioksidans zbog ¢ega
mu se pripisuju brojni pozitivni u¢inci u organizmu kao $to su antiapoptoticko, citoprotektivno
i imunomodulacijsko djelovanje (Carrillo-Vico i sur., 2005; Munoz-Jurado i sur., 2022). Osim
u epifizi, melatonin se sintetizira i u drugim dijelovima tijela ukljucujuci retinu, kostanu srz,
spolne Zlijezde, stanice gastrointestinalnog trakta te kozu. Uloga sintetiziranog melatonina u

tim dijelovima tijela jo$ nije potpuno poznata (Tordjman i sur., 2017).

Sinteza melatonina zapoc¢inje aminokiselinom triptofanom koji djelovanjem nekoliko
razli¢itih enzima, preko serotonina prelazi u melatonin (Slika 1.). Cijeli proces je reguliran
svjetlosnim podrazajima (Amaral i Cipolla-Neto, 2018). Sinteza melatonina ve¢inom se odvija
tijekom razdoblja tame, $to potice san, a suprimirana je tijekom razdoblja svjetlosti, §to potice
budnost. San je neophodan fizioloski proces Cija poremecenost moZe izazvati mnoge
zdravstvene probleme (Vasey i sur., 2021). Moguénost oralne primjene melatonina dovela je
do njegove Ceste upotrebe za pomo¢ kod nesanice, otezanog usnivanja, poremecenog
cirkadijanog ritma (primjerice kod slijepih osoba) ili nepravilnog ritma spavanja (primjerice

kod osoba koje rade u noénim smjenama) (Poza i sur., 2022).
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Slika 1. Sintetski put melatonina. TPH - triptofan hidroksilaza (engl. tryptophan hydroxylase);
AAAD - dekarboksilaza aromatskih aminokiselina (engl. aromatic L-amino acid
decarboxylase); SNAT - seratonin N-acetiltransferaza (engl. serotonin N-acetyltransferase);
ASMT - N-acetilserotonin O-metiltransferaza (engl. N-acetyl-serotonin O-methyltransferase)

(preuzeto i prilagodeno prema Fernandez-Lazaro i sur., (2024) uz dopustenje izdavaca)



Sve se viSe istrazuju i drugi potencijalni terapijski ucinci i formulacije melatonina,
ukljucujuéi dermalnu primjenu melatonina. Antioksidacijska svojstva melatonina pomazu u
neutralizaciji slobodnih radikala, §to moze smanjiti Stetu izazvanu ultraljubiastim (UV)
zraenjem i drugim Stetnim ¢imbenicima iz okolisa (Scheuer i sur., 2014). Trenutno dostupni
proizvodi ukljucuju kreme, serume i drugo (Rusanova i sur., 2019; Greco i sur., 2024).
Proizvodi su namijenjeni protiv starenja, za zastitu koze od UV zracenja ili zacjeljivanje rana
(Slominski i sur., 2018). Nova istrazivanja fokusirana su na potencijal melatonina u lije¢enju
upalnih bolesti koze poput psorijaze i atopijskog dermatitisa (Tohid i sur., 2016; Jaworek i sur.,
2021).

Topikalna primjena melatonina omogucava izravnu dostavu na kozu, $to kod nekih
indikacija moze rezultirati brzim i u¢inkovitijim rezultatima u usporedbi s oralnom primjenom.
Takoder, melatonin ima lipofilnu molekulsku strukturu koja olaksava prodiranje u kozu, §to ga
¢ini dobrim kandidatom za dermalnu primjenu (Flo i sur., 2017). Medutim, formuliranje
melatonina za dermalnu primjenu izazovno je zbog njegove niske topljivosti i nestabilnosti na
svjetlu i zraku (Andrisano i sur., 2000). Iz tog razloga razvijaju se razliCite formulacije
melatonina, od klasi¢nih krema i emulzija do inovativnih nanosustava s uklopljenim
melatoninom. U Tablici 1. prikazane su neke od dermalnih formulacija melatonina koje su

trenutno u fazi klinickih istrazivanja (Greco 1 sur., 2024).



Tablica 1. Pregled dermalnih formulacija melatonina u fazi klini¢kih ispitivanja

Pripravak Indikacija U¢inak Literatura
o ' Akutni radijacijski o
Emulzija koja sadrzi - Smanjena je pojavnost o
) _ dermatitis kod . Ben-David i
melatonin u nepoznatoj - ] dermatitisa nakon
pacijenata s ranim L sur., 2016
koncentraciji _ radijacije
rakom dojke
Nanostrukturirani lipidni ien i i
52,506 () Smanjen je stupanj Hatem i sur.,
nosaci s 2,5 % (m/m ; ; i i
. ¢elavosti, gubitak kose i 20184
melatonina Muska androgena | pojavnost Zutih ljuskica
Nanovezikule alopecija na vlasiStu, a povecana
_ _ . . . .| Hatem i sur.,
askorbilpalmitata s 10,6 je debljina vlasi kose i 2018
% (m/m) melatonina gustoca kose
Serum koji sadrzi o _ Smanjen je broj bora i )
_ o Klini¢ki znakovi ' Goldberg i
melatonin, bakuchiol i . crvenilo koze, a
) ) ) starenja koze sur., 2019
askorbiltetraizopalmitat povecana ¢vrstoca koze
Krema koja sadrzi o .
) o o . Povecana je hidratacija
melatonin, karnozin i Klinicki znakovi ) i _
] o o koze, a smanjen broj Granger i
Helichrysum italicum starenja i .
_ komedona, prosjecan sur., 2020
ekstrakt s nepoznatom fotoostecenja koze ) ]
- ) broj bora i grubost koze
koncentracijom sastavnica
Krema koja sadrzi Akutni radijacijski o
. Smanjena je pojavnost _
melatonin (25 mg/g) i dermatitis kod o Zetner i sur.,
o ) y ) dermatitisa nakon
dimetilsulfoksid (150 pacijenata s ranim o 2023
_ radijacije
mg/qg) rakom dojke

1.2. Gelovi za dermalnu primjenu

Dermalna primjena lijekova odnosi se na primjenu formulacija na kozu radi ciljanog
lijecenja koZnih poremecaja 1 postizanja farmakoloskog uc¢inka na povrsini ili unutar koze. Ove
formulacije djeluju lokalno na mjestu primjene, omogucujuéi penetraciju lijeka u dublje slojeve

koze ili sluznice. Transdermalna primjena lijeka podrazumijeva da lijek prodire kroz slojeve



koze i sistemski se apsorbira kako bi postigao svoj terapijski ucinak. Dermalna primjena
podrazumijeva samo zadrzavanje lijeka unutar slojeva koze, ¢ime lijek minimalno ulazi u
sistemsku cirkulaciju (Brown i sur., 2006). Prednosti dermalnih formulacija nad oralnim
farmaceutskim oblicima u lijecenju lokalnih oboljenja koze uklju¢uju (u nekim slucajevima)
bolju ué¢inkovitost, smanjenu toksi¢nost, izbjegavanje gastrointestinalnih nuspojava i pove¢anu
raspolozivost lijeka na mjestu primjene (Bisht i Badola, 2019). Takoder, pacijentima su
jednostavni i prakti¢ni za primjenu (Patil i sur., 2019). Uz navedene prednosti, dermalni sustavi
za dostavu lijeka imaju i neka ograni¢enja koja ovise o sastavu same formulacije. Postoji
mogucénost izazivanja iritacije koze ili dermatitisa zbog prisutnosti lijeka ili pomoc¢ne tvari te
razvoja lokalne alergijske reakcije. Stoga ovaj nacin primjene nije prikladan za lijekove koji
iritiraju ili senzibiliziraju kozu. Neki od lijekova karakterizirani su slabom permeacijom kroz

kozu, a lijekovi velike molekulske mase lose se apsorbiraju (Patil i sur., 2019).

Gelovi su polucvrsti farmaceutski oblici koji se sastoje od jedne ili vise gelirajuéih tvari
i geliraju¢eg sredstva. Geliraju¢a tvar u gelu najcescée je polimer koji umrezava disperzno
sredstvo stvarajuci trodimenzionalnu strukturu gela (Valenta i Auner, 2004; Patil i sur., 2019).
Mogu se klasificirati s obzirom na izvor, polimerni sastav, vrstu umrezavanja, fizicko-kemijska
svojstva te naboj trodimenzionalne mreze (Chelu i Musuc, 2023). Gelovi pokazuju dobra
svojstva prianjanja ¢cime omoguéuju dulje zadrzavanje lijeka na mjestu primjene. Nadalje, zbog
svoje strukture omogucuju i produljeno oslobadanje uklopljene djelatne tvari. Razvoj
farmaceutskih oblika produljenog oslobadanja lijeka sprjec¢ava fluktuacije koncentracije lijeka
na mjestu djelovanja te inter- i intraindividualne varijacije. Takoder, gel kao farmaceutski oblik
produljenog oslobadanja omogucava smanjenje ucestalosti primjene lijeka, S§to poboljSava
suradljivost pacijenta (Omidian i Wilson, 2024). U farmaceutici se ve¢inom koriste i istrazuju
hidrogelovi, odnosno gelovi kojima je, uz polimer(e), glavna sastavnica voda (Ho i sur., 2022).
Neki od nedostataka gelova za dermalnu primjenu ukljucéuju neprikladnost za uklapanje
lijekova koji iritiraju kozu, relativno skuplja priprava u odnosu na konvencionalne
farmaceutske oblike te sporije djelovanje. Takoder, veliki udio vode u gelovima moze povecati
rizik od mikrobne kontaminacije, a temperatura, vlaznost i drugi okolisni ¢imbenici mogu
utjecati na fizicko-kemijska (prvenstveno reoloska) svojstva gela (Patil i sur., 2019). S ciljem
nadilaZzenja navedenih nedostataka, prilikom razvoja gela za dermalnu primjenu vazan je

pomni odabir prikladnih pomoc¢nih tvari s obzirom na svojstva i1 Zeljeni ucinak lijeka.



1.2.1. Karbopol

Pojam Carbopol (ili Carbomer) obuhvaca skupinu sintetskih polimera akrilne kiseline
(Slika 2.) koji se razlikuju prema molekulskoj masi i vrsti polimerizacijskog otapala (Rowe i
sur., 2009). S obzirom na njegovu Siroku zastupljenost u farmaceutskim proizvodima, ovaj rad
usmjerit ¢e se na Carbopol 940 (980; dalje u tekstu karbopol). Karbopol u zna¢ajnoj mjeri bubri
u vodi. Povisenjem pH otopine formira se gel (Brady i sur., 2017). Siroko je koristen kao
gelirajuca tvar u polucvrstim farmaceutskim oblicima poput krema, gelova, losiona i masti za
oftalmic¢ku, rektalnu, topikalnu i wvaginalnu primjenu (Rowe i sur., 2009). Svojstva
karbopolskih vodenih otopina ovise o temperaturi, pH vrijednosti te stupnju umreZenosti

polimernih lanaca (Suhail i sur., 2020).

Karbopol u farmaceutskim oblicima sluzi za poveéanje viskoznosti te za prilagodbu
razmazivosti, organoleptickih svojstava i stabilnosti polu¢vrstih farmaceutskih oblika. Veca
viskoznost formulacije rezultira sporijim oslobadanjem djelatne tvari, §to ¢ini karbopol
prikladnim za pripravu oblika s kontroliranim oslobadanjem. Zbog dobrog sigurnosnog profila
naveliko je koristen u farmaciji. Naj¢es¢i raspon udjela karbopola u odobrenim gelovima je
0,5 — 2 % (Safitri i sur., 2020).
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Slika 2. Strukturna formula monomerne jedinice akrilne kiseline koja gradi karbopol (preuzeto

iz Rowe i sur., (2009) uz dopustenje izdavaca)
1.2.2. Polietilenglikol u gelovima

Polietilenglikol (PEG) je neionski polimer etilenoksida (Slika 3.) (Brady i sur., 2017).
Cesto je koristen kao pomocéna tvar u farmaceutskim oblicima za razli¢ite putove primjene,
ukljucujuéi oralni, parenteralni, oftalmicki, rektalni i dermalni. VVodene otopine PEG-a koriste
se kao sredstva za suspendiranje, za prilagodbu viskoznosti ili kao stabilizatori emulzije u

kombinaciji s drugim emulgatorima (Rowe i sur., 2009). PEG se takoder moze Koristiti kao



solubilizator, odnosno za povecanje topljivosti lijekova slabo topljivih u vodi (Brady i sur.,
2017).
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Slika 3. Strukturna formula polietilenglikola (preuzeto iz Rowe i sur., (2009) uz dopustenje

izdavaca)

PEG-ovi su stabilne pomo¢ne tvari koje ne iritiraju kozu. Ne prodiru u kozu, iako su
topljivi u vodi, te se pranjem lako uklanjaju s koze (Rowe i sur., 2009). Zbog svoje
biokompatibilnosti nalaze se u brojnim formulacijama, ukljuc¢ujuéi i oblike s kontroliranim
oslobadanjem lijeka (Lin i Anseth, 2009).

1.3. Metode ispitivanja oslobadanja polucvrstih oblika in vitro

Bitna karakteristika farmaceutskog oblika je oslobadanje djelatne tvari iz nosaca.
Oslobadanje lijeka je proces u kojem molekule lijeka migriraju iz nosaca u medij za
oslobadanje gdje postaju raspolozive za apsorpciju/u¢inak. Oslobadanje lijeka ovisi 0 mnogim
¢imbenicima, kao $to su fizicko-kemijska svojstva lijeka i medija za oslobadanje, zatim
strukturne karakteristike nosaca te kompatibilnost izmedu svih sastavnica formulacije (Fu i
Kao, 2010). Odredivanje profila oslobadanja omogucuje dizajniranje sustava s kontroliranim

oslobadanjem prema ciljnom mjestu dostave i zeljenom uéinku lijeka (Bruschi, 2015).

U poluévrste farmaceutske oblike ubrajaju se kreme, gelovi, masti i paste (Buhse i sur.,
2005). Ispitivanje oslobadanja lijeka in vitro bitno je provoditi radi odredivanja mehanizma i
kinetike oslobadanja lijeka, za predvidanje ponasanja lijeka in vivo te za osiguravanje
reproducibilnosti proizvodnih serija (Gupta i Trivedi, 2018). Najces¢e koristena metoda za
ispitivanje oslobadanja polucvrstih oblika in vitro je metoda s Franzovom difuzijskom ¢elijom.

Nadalje, u primjeni je i metoda s imerzijskim ¢elijama.
1.3.1. Franzova difuzijska celija

Franzova difuzijska celija sastoji se od dva odjeljka, donorskog i receptorskog,
odvojenih polupropusnom membranom (Slika 4.). Ukupni volumen receptorskog odjeljka

obi¢no je izmedu 5 i 15 ml. Promjer otvora donorskog i receptorskog odjeljka moze varirati



ovisno o modelu difuzijske ¢elije, no promjeri otvora oba odjeljka trebaju biti jednaki.
Membrana se postavlja u vodoravnoj ravnini izmedu donorskog i receptorskog odjeljka.
Tijekom provodenja ispitivanja, u receptorskom odjeljku (ispod membrane) ne smiju biti
prisutni mjehuri¢i zraka. Kao unutarnji mehanizam za mijesanje koristi se magnetski mjesac.
Uloga mijesanja je osigurati dovoljnu cirkulaciju otopine kako bi sadrzaj receptorskog odjeljka
bio jednolik. Ekvivalentni volumen otopine receptorskog medija zamjenjuje se pri svakom
uzorkovanju odredenog volumena iz receptorskog odjeljka. Duljina trajanja ispitivanja,
vremenski intervali i volumeni uzorkovanja variraju ovisno o ispitivanju koje se provodi (USP,
2023).

otvor za unos donorskog medija

v

donorski odjeljak ‘EB

membrana

cirkulacija te rmostatlra ne

\\j\\-/,(/ otvor za uzimanje uzoraka
vode \ W

receptorski odjeljak

vanjski plast s
termostatiranom vodom

magnetski mjesac

ir
A A Q

Slika 4. Shematski prikaz Franzove difuzijske celije (preuzeto i prilagodeno prema

www.nawah-scientific.com)

1.3.2. Imerzijska cCelija

Imerzijska celija se koristi u kombinaciji s uredajem s lopaticom (Slika 5.) i postavlja
se u posudu ¢iji je volumen obi¢no izmedu 50 ml i 200 ml. Ispitivani uzorak stavi se u
imerzijsku ¢eliju i odjeljuje od okoline polupropusnom membranom. Donorski odjeljci mogu
zaprimiti od 300 mg do 4 g polucvrstog uzorka, a povrSina za dostavu doze za ispitivanje
odredena je promjerom otvora donorskog odjeljka. Dijelovi imerzijske celije su tijelo Celije,
ploha za podesavanje volumena, ploha za poravnanje membrane, odjeljak za nanosenje uzorka,
membrana, brtveni prsten i prsten za u¢vrséivanje (Slika 5.). Membrana, koja je prethodno
namocena receptorskim medijem, postavi se u vodoravnoj ravnini tako da je svojim gornjim
dijelom okrenuta prema lopatici. Brtveni prsten i prsten za u¢vrs¢ivanje pricvrs¢uju membranu

za tijelo celije te osiguravaju njen potpuni kontakt s uzorkom. Membrana treba biti postavljena

8



ravno kako se ne bi naborala uslijed zatezanja prstena za uc¢vr$éivanje. Nakon nanoSenja
uzorka, ¢elija se stavlja u cilindar napunjen receptorskim medijem. Rotacijom lopatice postize

se mijeSanje medija u receptorskom odjeljku i njegova homogenost (USP, 2023).

Imerzijske celije su izdrzljive i jednostavne za upotrebu (Kulkarni i sur., 2021).
Prednost metode s imerzijskom ¢elijom je $to ne zahtijeva puno pomoc¢nih instrumenata u
odnosu na druge difuzijske celije, Sto ¢ini metodu jeftinijom. Zbog mogucnosti koristenja vecih
raspona volumena receptorskog medija, lakSe je postic¢i uvjete osigurane topljivosti (Lusina
Kregar i sur., 2015).

ploha za prilagodavanje volumena —>‘ <+— lopatica

odjeljak za nanosenje uzorka na
koji zatim nanosimo membranu

<«— ploha za poravnanje membrane

—~  <4— prsten za ucvrscivanje

brtveni prsten

Slika 5. Dijelovi imerzijske ¢elije (preuzeto i prilagodeno prema www.agilent.com)

Koriste¢i metodu s Franzovim difuzijskim celijama, lijek u receptorskom odjeljku
manje se razrjeduje, ¢ime se smanjuju potencijalni analiticki izazovi Kvantifikacije lijeka.
Stoga se metoda s Franzovim difuzijskim ¢elijama preferira u odnosu na metodu s imerzijskim
¢elijama kod ispitivanja oblika koji sadrze malu dozu lijeka te kod oblika kod kojih se oslobada
mala koli¢ina lijeka (USP, 2023).

1.3.3. Odabir medija za ispitivanje oslobadanja in vitro

Odabir medija za ispitivanje oslobadanja in vitro provodi se ovisno 0 svojstvima
djelatne tvari ¢ije oslobadanje je potrebno ispitati. Prije eksperimenta oslobadanja, nuzno je
odrediti topljivost lijeka u mediju kako bi se postigli uvjeti osigurane topljivosti i sprijecilo
eventualno taloZenje lijeka. Prema Europskoj farmakopeji, uvjeti osigurane topljivosti vrijede

ako je volumen medija u kojem se neka tvar otapa barem 3 puta veci od volumena potrebnog



za pripravu zasi¢ene otopine. Receptorski medij prvog izbora za hidrofilne lijekove je fosfatni
pufer, dok je prvi izbor za lipofilne lijekove mjesavina fosfatnog pufera i alkohola (npr.
etanola) (FDA, 1997). Kao receptorski mediji koriste se i razne vodene otopine soli koje
simuliraju fizioloSke uvjete na mjestu primjene, primjerice umjetni nosni ili suzni fluid.
Takvim medijima mogu se dodati i povrSinski aktivne tvari s ciljem postizanja uvjeta osigurane
topljivosti lijekova slabo topljivih u vodenom mediju (Jug i sur., 2017). Receptorski medij
potrebno je primjereno homogenizirati, obi¢no mijeSanjem konstantnom i dobro kontroliranom
brzinom tijekom provodenja ispitivanja. Time se sprjeCava stvaranje koncentracijskog
gradijenta prilikom ispitivanja. U obzir treba uzeti stabilnost djelatne tvari u mediju te
stabilnost medija pri uvjetima provodenja ispitivanja, kao Sto su temperatura i izlozenost svjetlu
(Kim 1 sur., 2021; Kulkarni i sur., 2021). Vrijednost pH receptorskog medija uglavnom
odgovara fizioloskom. Potrebno je odrzavati i prikladnu temperaturu tijekom cijelog
eksperimenta. Ovisno o ciljanom putu primjene, temperatura receptorskog medija mora biti

.....

2012).

1.4. Ispitivanje biokompatibilnosti na HaCaT stani¢nom modelu

Ispitivanje biokompatibilnosti bitno je za predvidanje sigurnosti primjene dermalnih
pripravaka. Biokompatibilnost predstavlja svojstvo tvari da ne izaziva Stetne u¢inke prilikom
kontakta s organizmom. Kod dermalnih pripravaka, formulacija ne smije izazvati iritaciju,
upalu, alergijske reakcije ili bilo kakve druge nezZeljene ucinke na kozi. Ispitivanja
biokompatibilnosti dijele se na testove citotoksi¢nosti, iritabilnosti i senzibilizacije (Kandarova
i Pobis, 2024). Rezultati ispitivanja biokompatibilnosti mogu u ranoj fazi razvoja formulacije
predvidjeti Stetne ucinke koje bi formulacija mogla imati in vivo te tako smanjiti troskove
razvoja formulacije i skratiti vrijeme trajanja istrazivanja. Ipak, rezultati biokompatibilnosti
formulacije in vitro ne mogu se tumaciti izravno kao in vivo podaci. Kako bi in vitro sustavi
mogli to¢nije predvidjeti $to ¢e se dogoditi u Zivotinjskim ili ljudskim modelima, moraju se
razmotriti i drugi parametri, kao $to su vezanje za proteine, metabolicka stabilnost, metabolicka

aktivacija i prisutnost raznih metabolita (McKim, 2010).

Dostupni su mnogi modeli stanica i tkiva za ispitivanja biokompatibilnosti in vitro. To
ukljucuje HaCaT, MDCK, Caco-2, V79, HUH7, HepG2, NRK-52E, 3T3, HEK293 i mnoge
druge imortalizirane stanicne linije. Kako bi bile prikladne za in vitro ispitivanja, stani¢ne linije

trebaju biti genski stabilne i davati reproducibilne rezultate. Osim toga, vrijeme potrebno za
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dijeljenje stanica te optimalni uvjeti njihovog rasta trebaju biti dobro poznati (McKim, 2010).
Stani¢na linija HaCaT je spontano nastala linija besmrtnih ljudskih keratinocita koja se razvila
iz kulture keratinocita uz uvjete povisene temperature i niske koncentracije kalcija (Blanchard
i sur., 2022). U imenu stani¢ne linije HaCaT, Ha ukazuje na podrijetlo linije te oznacava da se
radi o odraslim ljudskim stanicama (engl. human adult). Ostatak naziva ukazuje na uvjete
nastanka stani¢ne linije, gdje Ca oznacava kalcij (engl. calcium), a T temperaturu (engl.
temperature) (Boukamp i sur., 1988). HaCaT stani¢na linija je prikladan model za proucavanje
epidermalne homeostaze i patofiziologije. Prednost stani¢ne linije je visoka Sposobnost
diferencijacije i proliferacije u in vitro uvjetima, uz dobro odrazavanje svojstava ljudskih
keratinocita (Blanchard i sur., 2022).

1.4.1. MTT test

Najcesce koristen test za odredivanje biokompatibilnosti in vitro je test redukcije
tetrazolijeve soli (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid, MTT). MTT test je
kolorimetrijska metoda koja se temelji na odredivanju metabolicke aktivnosti mitohondrija
(Radoj¢ié¢ Redovnikovié i sur., 2016). Zive stanice sadrze NAD(P)H-ovisne oksidoreduktazne
enzime Kkoji topljivi zuti MTT reduciraju u ljubicasti formazan (Slika 6.). Netopljivi kristali
formazana otapaju se u izopropilnom alkoholu te se kvantificira sadrzaj formazana u otopini
mjerenjem apsorbancije spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 570 nm ili 630 nm koristeci
ploc¢u s 96 jazica (USP, 2016). Ocitana apsorbancija proporcionalna je broju Zivih stanica u
uzorku, pri ¢emu se prezivljenje stanica izraZzava kao omjer apsorbancije tretiranih i netretiranih
(kontrolnih) stanica. U primjeni su i brojni drugi testovi kao §to su metoda bojanja s Kenacid
plavom bojom, metoda bojenja tripanskim modrilom, metoda bojenja neutralnim crvenilom,
bojanje bojom kristal-ljubicasto, test prisutnosti laktat dehidrogenaze, test proliferacije stanica
i smanjenje razine adenozin trifosfata (ATP-a). Primjenom viSe razli¢itih testova mozemo
pretpostaviti moguc¢i mehanizam toksi¢nosti budu¢i da se metode temelje na razli¢itim

nacéelima (Radoj¢i¢ Redovnikovic i sur., 2016).
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Slika 6. Ploca s 96 jazica nakon provodenja MTT testa (preuzeto i prilagodeno prema

www.integra-biosciences.com)

MTT test se cesto koristi za odredivanje stani¢ne metaboli¢ke aktivnosti, no potreban
je oprez prilikom interpretacije rezultata budu¢i da ima nekoliko ograni¢enja koja mogu
utjecati na pouzdanost rezultata testa. Test je osjetljiv na razli¢ite uvjete provodenja ispitivanja
kao $to su gustoca stanica, koncentracija MTT reagensa, vrijeme inkubacije s reagensom te
sastav medija za uzgoj stanica. Takoder, tijekom ispitivanja moze se osloboditi razni
unutarstani¢ni sadrzaj, kao $to su lizati, §to moze utjecati na interpretaciju rezultata. Osim toga,
nastali formazan moze se izluciti u izvanstanicni prostor. MTT test je osjetljiv na bioticku 1
abioticku redukciju koju mogu izazvati komponente medija ili uzorka koji se ispituje. Kako bi
MTT test pruzao Sto pouzdanije i primjenjivije rezultate, preporucuje se provesti dodatna
ispitivanja kako bi se optimirali svi prethodno navedeni uvjeti provodenja testa. lako taj proces
moze biti dugotrajan, vrlo je bitan za to¢niju interpretaciju rezultata ispitivanja (Ghasemi i sur.,
2021.).

1.4.2. 3D modeli HaCaT stani¢nih linija

Buduc¢i da dvodimenzionalne (2D) stani¢ne linije ne prikazuju vjerodostojno sloZzenost
ljudske koze, razvijaju se trodimenzionalni (3D) modeli koji bolje oponasaju strukturu i
funkciju koze (Klicks i sur., 2017). Iako se jednoslojne 2D HaCaT stani¢ne linije mogu koristiti
za ispitivanje biokompatibilnosti, rezultati dobiveni koristenjem 3D modela HaCaT stani¢nih

linija prikazuju rezultate sli¢nije onima koje mozemo ocekivati in vivo (Senkal i sur., 2022).

Sferoidi 1 mikrofluidni €ipovi su neki od moguéih 3D modela HaCaT stani¢ne linije.

Sferoidi su jedan od najéesc¢e koristenih 3D modela za istrazivanje stanica. Uzgajanje HaCaT
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stanica u obliku sferoida omogucuje bolje razumijevanje ponaSanja Stanica u
trodimenzionalnom prostoru. Mikrofluidni ¢ipovi omogucuju slozeniju analizu diferencijacije
HaCaT stanica te mogu dovesti do specifi¢nih reakcija poput slojevitog rasta stanica. Ovi
modeli omogucuju bolje razumijevanje medustani¢nih interakcija i odgovora na vanjske
podrazaje. Mogu se koristiti prilikom testiranja novih farmaceutskih oblika, ali i u
istrazivanjima patogeneze koznih bolesti poput psorijaze i atopijskog dermatitisa (Klicks i sur.,
2017).
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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Melatonin je neurohormon koji regulira cirkadijani ritam i sintetizira se u epifizi
(Ahmad i sur., 2023). Osim uloge u regulaciji cirkadijanog ritma, pripisuje mu se
antiapoptoticko, citoprotektivno i imunomodulacijsko djelovanje zbog Cega se istrazuje 1 za
lije¢enje mnogih drugih stanja (Carrillo-Vico i sur., 2005; Munoz-Jurado i sur., 2022). Uz
istrazivanja novih indikacija, istrazuju se i razli¢iti putovi primjene melatonina. Sve je veéi broj
istrazivanja dermalnih formulacija melatonina, s naglaskom na potencijal u lijecenju upalnih
bolesti koze kao §to su atopijski dermatitis i psorijaza (Tohid i sur., 2016; Jaworek i sur., 2021).
Lokalnom primjenom melatonina na koZzu omoguceno je postizanje visoke koncentracije lijeka
izravno na mjestu primjene te samim time uéinkovitije lije¢enje (Flo i sur., 2017). Dermalna
primjena omogucuje jednostavnu primjenu lijeka, ciljano djelovanje te izbjegavanje sistemskih
nuspojava. Prilikom razvoja farmaceutskog oblika za dermalnu primjenu vazan je pomni
odabir prikladnih pomoénih tvari s obzirom na svojstva i zeljeni u¢inak lijeka (Patil i sur.,

2019).

Ispitivanje in vitro oslobadanja lijeka iz farmaceutskog oblika bitno je za odredivanje
kinetike oslobadanja lijeka. Odredivanjem mehanizma i kinetike oslobadanja lijeka moze se
preciznije dizajnirati sustav s kontroliranim oslobadanjem lijeka i posti¢i veca kontrola nad
trajanjem i brzinom kojom se lijek oslobada (Bruschi, 2015). Takoder, ispitivanje in vitro
oslobadanja pomaze predvidjeti ponasanje lijeka in vivo i odreduje daljnji tijek istrazivanja
(Gupta i Trivedi, 2018). Odredivanje in vitro biokompatibilnosti moze u ranoj fazi istrazivanja

ukazati na smjer daljnjeg razvoja formulacije.

Cilj ovog rada bio je pripraviti gel za dermalnu primjenu melatonina koriste¢i karbopol

kao gelirajucu tvar i PEG kao solubilizator te odrediti biofarmaceutska svojstva gela.
Specifi¢ni ciljevi:

e (QOdrediti topljivost melatonina u mediju za ispitivanje oslobadanja in vitro razli¢itih
vrijednosti pH (5,517,4)

e Ispitati profil oslobadanja melatonina iz karbopolskog gela koriStenjem Franzove
difuzijske celije i fosfatnog pufera pH 5,5 i 7,4 kao receptorskog medija

e Usporediti profile oslobadanja melatonina iz karbopolskog gela u medijima razlicite
vrijednosti pH

e [spitati biokompatibilnost karbopolskog gela s melatoninom na HaCaT stani¢nom

modelu
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. Materijali

Koristene su sljedece kemijske tvari i bioloski materijali:

Melatonin (Biosynth, Slovacka)

Carbopol 940 (karbopol; Kemig, Hrvatska)

Polietilenglikol 3350 (PEG; Biosynth, Slovacka)

Kalijev dihidrogenfosfat (Gram-Mol, Hrvatska)

Dinatrijev hidrogenfosfat (Fluka Chemie AG, Svicarska)

Natrijev klorid (Gram-Mol, Hrvatska)

Acetonitril (Supelco, Njemacka)

Stani¢na linija HaCaT (CLS Cell Line Services, Njemacka)

Hanksova uravnotezena otopina soli (engl. Hanks' balanced salt solution, HBSS; pH
6,0) (Capricorn Scientific, Njemacka)

Dubleccov modificirani Eaglov medij (engl. Dublecco's Modified Eagle Medium,
DMEM) (Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke Drzave)

Fetalni govedi serum (Biosera, Francuska)

Otopina penicilina, streptomicina i amfotericina B (Lonza, Svicarska)

Tripsin (Capricorn Scientific GmbH, Njemacka)

Otopina etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA; Sigma Aldrich, Sjedinjene Americke

Drzave)

Koristeni su sljedeci instrumenti i pribor:

Ultrazvuéna kupelj SONOREX Digital 10 P DK 156 BP (Bandelin, Njemacka)
Poliamidne membrane veli¢ine pora 0,45 pm (Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Njemacka)

Pipeta za viskozne uzorke Multipette E3 (Eppendorf, Njemacka)

Propipeta ViscoTip (Eppendorf, Njemacka)

Automatizirani sustav Franzovih difuzijskih ¢elija za ispitivanje oslobadanja in vitro
Phoenix RDS (Teledyne Hanson, Sjedinjene Americke Drzave)

pH metar S47 SevenMulti (Mettler-Toledo, Svicarska)

Filter od regenerirane celuloze, promjer pora 0,2 um (Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Njemacka)

Polietersulfonski filter veli¢ine pora 0,2 pm (Chromafil, Macherey-Nagel, Njemacka)
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Kromatograf 1260 Infinity Il LC System (Agilent Technologies, Sjedinjene Americke
Drzave) za teku¢insku kromatografiju visoke djelotvornosti (engl. high-performance
liquid chromatography, HPLC)

Kolona za HPLC Kinetex C18 (250 x 4,6 mm, veli¢ina ¢estica 5,0 um; Phenomenex,
Sjedinjene Americ¢ke Drzave)

Inkubator za uzgoj stanica (Sanyo COg, Japan)

Invertni mikroskop Primovert (Carl Zeiss AG, Njemacka)

Centrifuga (Eppendorf, Njemacka)

Cita¢ mikrotitarskih plogica Victor3 (PerkinElmer, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave)

18



3.2. Metode

3.2.1. lzrada kalibracijskog pravca ovisnosti povrsine ispod krivulje o koncentraciji

melatonina

Koriste¢i radnu otopinu melatonina koncentracije 150 pg/ml, izradena su dva
koncentracijska niza standardnih otopina prema Tablici 2. Dva niza standardnih otopina

razlikovala su se samo u koristenom puferu (pH 5,5 ili 7,4). Svaki uzorak izraden je u duplikatu.

Sadrzaj melatonina u standardnim otopinama analiziran je metodom tekudinske
kromatografije visoke djelotvornosti (engl. high-performance liquid chromatography, HPLC).
Uzorci su pripremljeni za analizu filtracijom kroz polietersulfonski filter veli¢ine pora 0,2 um
direktno u vijale. HPLC analiza sadrzaja melatonina provedena je na kromatografskom sustavu
za analizu 1260 Infinity 11 LC System. Kromatografsko odvajanje provedeno je na Kinetex
C18 koloni (250 x 4,6 mm, veli¢ina ¢estica 5 um, Phenomenex, Sjedinjene Americ¢ke Drzave).
Mobilna faza sastojala se od acetonitrila i pro¢i§éene vode u omjeru 48:52 (V/V). Prije analize,
mobilna faza je profiltrirana kroz filter veli¢ine pora 0,2 pum pomocu uredaja za ultrafiltraciju
pri uvjetima snizenog tlaka. Analiza je provedena pri protoku mobilne faze od 1 ml/min,
volumen injektiranja iznosio je 10 ul, a vrijeme analize 5 min. Radna temperatura kolone
tijekom analize bila je 30 °C. Melatonin je detektiran pri valnoj duljini od 220 nm, pri vremenu

zadrzavanja od 2,7 min.

Nakon provedene analize, napravljeni su kalibracijski pravci ovisnosti povrSine ispod
krivulja (engl. area under curve, AUC) o koncentracijama melatonina u ispitivanim

standardnim otopinama.

Tablica 2. Sastav pripremljenih otopina melatonina za izradu koncentracijskog niza

Broj standarda ¢ (ng/ml) Vradna otopina (M) Vputer (MI)
1 20 0,67 4,33
2 30 1,00 4,00
3 50 1,67 3,33
4 75 2,50 2,50
5 100 3,33 1,67
6 125 417 0,83
7 150 5,00 0,00
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3.2.2. Ispitivanje termodinamicke topljivosti melatonina u medijima za ispitivanje in vitro

oslobadanja

Kao mediji za ispitivanje termodinamicke topljivosti melatonina, pripremljeni su
fosfatni pufer pH 5,5 i fizioloska otopina puferirana fosfatnim puferom (engl. phosphate buffer
saline, PBS, pH 7,4). Otopina fosfatnog pufera pH vrijednosti 5,5 pripremljena je otapanjem
kalijevog dihidrogenfosfata i dinatrijevog hidrogenfosfata u proc¢is¢enoj vodi. Za pripremu

PBS-a pH vrijednosti 7,4 koriSten je, uz sve navedeno za prethodnu otopinu, natrijev klorid.

Uzorci dva medija su pripravljeni u triplikatu te je u uzorke dodan melatonin u suvisku.
Zatim je 6 pripremljenih uzorka postavljeno na magnetsku mijesalicu tijekom 24 sata. Nakon
24 sata, uzorci su centrifugirani pri 300 g tijekom 5 minuta kako bi se odvojio supernatant iz
kojeg se, nakon filtracije, odreduje koncentracija otopljenog melatonina HPLC metodom
opisanom u odjeljku 3.2.1. Pomo¢u jednadzbe kalibracijskog pravca izracunata je topljivost

melatonina.
3.2.3. Priprava gela

Za pripravu karbopolskog gela, koncentrirane otopine karbopola 940 i PEG-a 3350 su
pomijeSane S procis¢enom vodom u odgovarajucem omjeru kako bi se postigle konacne
koncentracije karbopola (0,1 %, m/m) i PEG-a (5 %, m/m). Tako pripravljenom gelu dodan je

melatonin pri koncentraciji od 0,1 % (m/m, formulacija dalje ozna¢ena kao CPM).
3.2.4. Odredivanje pH

Vrijednost pH pripravljenog gela odredena je koristenjem pH metra S47 SevenMulti
(Slika 7.) s elektrodom za poluévrste pripravke. Prije mjerenja, pH metar je kalibriran pri 25
°C koristenjem standardnih puferskih otopina (pH 4,01, pH 7,0 i pH 9,21). Ciljana pH
vrijednost gela postignuta je dodatkom trietanolamina (50 %, V/V) koji je dodavan
mikropipetom u malim obrocima. Nakon svakog dodatka trietanolamina, gel je dobro
izmijeSsan i izmjerena je njegova pH vrijednost sve do postizanja ciljne vrijednosti. Tri

uzastopna mjerenja su provedena pri temperaturi od 25 °C.
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Slika 7. pH metar S47 SevenMulti (Mettler-Toledo, Svicarska)

3.2.5. Ispitivanje oslobadanja lijeka in vitro

Ispitano je oslobadanje melatonina in vitro iz CPM formulacije koristenjem
automatiziranog sustava za ispitivanje oslobadanja in vitro s Franzovim difuzijskim ¢elijama
(Phoenix RDS; Slika 8.), s fosfatnim puferom pH 5,5 i PBS-om pH 7,4 kao medijima za
oslobadanje. Uredaj za in vitro ispitivanje oslobadanja sadrzi Peltierov termoblok u kojem se
nalazi Sest Franzovih difuzijskih ¢elija s nominalnim volumenom receptorskog odjeljka od 15
ml. Uzorak je nanesen na poliamidnu membranu veli¢ine pora 0,45 um pomocu pipete za
viskozne uzorke Multipette E3 s propipetom ViscoTip (Slika 9.). Membrana s uzorkom
umetnuta je izmedu donorskog i receptorskog odjeljka. Donorski odjeljak je tijekom
provodenja ispitivanja bio zasti¢en staklenim poklopcem kako bi se sprijeéilo isparavanje.
Ispitivanje je trajalo 24 sata tijekom kojih su prikupljeni uzorci u 10 vremenskih toc¢ki. Otopina
PEG-a i melatonina pri jednakim koncentracijama kao i u CPM-u koristena je kao kontrola.
Oslobadanje lijeka iz svih ispitanih uzoraka provedeno je u triplikatu. Provedena su dva
zasebna ispitivanja in vitro oslobadanja melatonina iz CPM formulacije — pri pH 5,5 te pri pH
7,4.
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Slika 8. Automatizirani sustav za ispitivanje oslobadanja in vitro s Franzovim difuzijskim

¢elijama Phoenix RDS (Teledyne Hanson, Sjedinjene Americke Drzave)

Slika 9. Pipeta za viskozne uzorke Multipette E3 (Eppendorf, Njemacka)
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3.2.5.1. Kvantitativno odredivanje sadrZaja melatonina u uzetim uzorcima tijekom

ispitivanja oslobadanja in vitro

Uzorci uzeti prilikom ispitivanja oslobadanja melatonina in vitro analizirani su na
sadrzaj lijeka metodom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (engl. high-
performance liquid chromatography, HPLC). Sadrzaj lijeka u donorskom odjeljku na kraju
ispitivanja takoder je kvantitativno odreden. Uzorci su profiltrirani te je sadrzaj melatonina

odreden HPLC metodom opisanom u odjeljku 3.2.1.
3.2.6. Odredivanje biokompatibilnosti in vitro
3.2.6.1. Protokol odmrzavanja stanica HaCaT

Postupak uzgoja i tretiranja stanica izvodio se u aseptickim uvjetima, Koristena je
sterilna aparatura te se postupak provodio unutar uredaja s laminarnim strujanjem zraka (engl.
laminar flow hood). U ispitivanju su koristene stanice stani¢ne linije humanih keratinocita
HaCaT. HaCaT stani¢na linija kultivirana je koriste¢i DMEM medij uz dodatak fetalnog
govedeg seruma (10 %, m/m). Kako bi se sprijecila bakterijska kontaminacija uzorka, u medij

je dodana otopina penicilina, streptomicina i amfotericina B (1 %, m/m).

Smrznute stanice uzete su iz spremnika s teku¢im dusikom. Radna povrsina i kabinet S
laminarnim strujanjem zraka sterilizirani su UV lampom. Ampula sa smrznutim stanicama je
uronjena do pola u ¢asu s vodom temperature 37 °C te je zatim lagano tresena dok se suspenzija
stanica nije odmrznula (1 — 2 minute). Nakon potpunog uklanjanja leda, vanjska strana ampule
je prebrisana 70 %-tnim etanolom te je unesena u uredaj s laminarnim strujanjem zraka.
Ampula je otvorena u sterilnim uvjetima, a njen sadrzaj je pazljivo pipetiran i prenesen U
kompletni medij u omjeru 1:9. Suspenzija stanica centrifugirana je pri 800 g tijekom 3 min
kako bi se uklonio krioprotektant dimetilsulfoksid (DMSO). Tikvice za uzgoj stanica (25 cm?)
su pripremljene u laminaru, a njihove povrsine su prije ulaska u laminar obrisane 70 %-tnim
etanolom. Nakon centrifugiranja, supernatant je odstranjen. Pelet stanica resuspendiran je u
svijezem kompletnom mediju. Stanice su potom prebacene u tikvicu u koju je dodana
odgovarajuca koli¢ina medija. Tikvica je zatim pohranjena u inkubator pri 37 °C, 5 % COz i
95 % relativne vlaznosti. Nakon jednodnevne inkubacije, promatranjem pod invertnim

mikroskopom procijenjena je adherencija stanica za podlogu.
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3.2.6.2. Uvjeti uzgoja stanica

Svakih 48 sati, stanicama je mijenjan medij. Promatranjem pod invertnim
mikroskopom, utvrden je trenutak postizanja 70 — 80 % konfluentnosti te su stanice tada
presadivane. Prilikom presadivanja, medij s mrtvim stanicama je uklonjen, a stanice su isprane
sterilnim PBS-om. Zatim su stanice tretirane otopinom EDTA te inkubirane tijekom 2 minute
nakon ¢ega je otopina EDTA uklonjena. Stanice su tripsinizirane otopinom tripsina i EDTA-e
I inkubirane 5 — 10 minuta kako bi proteoliticki enzim tripsin pokidao veze proteina koji
sudjeluju u adheziji stanica na podlogu, §to za posljedicu ima odvajanje stanica od podloge.
Odvajanje stanica je prac¢eno promatranjem pod invertnim mikroskopom. Stanice se prilikom
odvajanja od podloge zaokruzuju. Kada se pod mikroskopom uocilo zaokruZivanje stanica,
tikvica je lagano protresena kako bi se gotovo sve stanice odvojile od podloge. Nakon
odvajanja stanica od podloge, tripsinizacija je inhibirana dodatkom medija koristenog za uzgoj
stanica. Suspenzija stanica je centrifugirana pri 800 g i 25 °C tijekom 3 minute. Nakon
centrifugiranja, supernatant iznad peleta je uklonjen, a pelet stanica je resuspendiran u svjezem

mediju. Dio suspenzije stanica prenesen je u novu tikvicu.

3.2.6.3. MTT test

Za odredivanje vijabilnosti stanica proveden je MTT kolorimerijski test prema shemi
prikazanoj na Slici 10. HaCaT stanice su nasadene na plo¢u sa 96 jazica u gustoéi od 10*
stanica/jazici i inkubirane 24 sata. Stanice su brojane pomocu hemocitometra. Prije nanosenja
formulacija na stanice, iz svake jazice je uklonjen stani¢ni medij te su stanice isprane sterilnim
HBSS-om. Stanice su zatim izlozene formulacijama. Nakon dvosatne inkubacije, formulacije
su odsisane, stanice su isprane HBSS-om i inkubirane s po 100 ul svjezeg medija. Nakon 24
sata, dodano je 20 pl MTT reagensa (2,5 mg/ml, kona¢na koncentracija u jazici =~ 0,5 mg/ml)
u svaku jazicu i stanice su inkubirane 45 minuta. Ostatak postupka raden je izvan aseptickih
uvjeta. Medij s MTT reagensom je odsisan, a u svaku jaZicu je dodano po 100 pl kiselog
izopropanola (4 % (V/V) 1 M HCl-a u izopropanolu). Ploce su pokrivene aluminijskom folijom
i stavljene na tresilicu dok se kristali formazana nisu otopili (oko 15 minuta) te je mjerena
apsorbancija pri valnoj duljini od 570 nm. Mjerenje se provelo pomocu ¢ita¢a mikrotitarskih
plocica (Victor3, PerkinElmer, Sjedinjene Americke Drzave; Slika 11.). Metabolicka aktivnost
stanica izrazena je u odnosu na negativnu kontrolu (jazice inkubirane samo u HBSS puferu).

Sva mjerenja provedena su u triplikatu.
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P izlaganje stanica nanoSenje MTT
g o -
W uzorcima reagensa
nasadene stanice
inkubacija 45 minuta
uklanjanje medija
i dodatak kiselog
izopropanola

mjerenje apsorbancije
~ (570 nm)

Slika 10. Shematski prikaz kolorimetrijskog MTT testa (preuzeto i prilagodeno prema

www.praxilabs.com)

Slika 11. Cita¢ mikrotitarskih plo¢ica Victor3 (PerkinElmer, Sjedinjene Americke Drzave)

3.2.7. Statisti¢ka analiza

Faktor sli¢nosti f2 (engl. similarity factor) primijenjen je za usporedbu in vitro
oslobadanja melatonina iz uzoraka (Costa i Lobo, 2001). Ukoliko je f> faktor bio veéi od 50,

profili oslobadanja lijeka smatrani su sli¢nima (Shah i sur., 1998).
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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4.1. Kalibracijski pravac ovisnosti povrSine ispod krivulje o koncentraciji melatonina

U svrhu kvantifikacije melatonina u eksperimentima, izradeni su koncentracijski nizovi
koriste¢i standardnu otopinu melatonina poznate koncentracije. Na temelju koncentracijskih
nizova i o¢itanih AUC vrijednosti, konstruirani su kalibracijski pravci ovisnosti povrsine ispod

krivulja o koncentraciji melatonina u ispitivanom otapalu (Slika 12., Slika 13.)
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Slika 12. Kalibracijski pravac ovisnosti povrsine ispod krivulje (AUC) o koncentraciji
melatonina. Medij za otapanje melatonina bila je fizioloska otopina puferirana fosfatnim

puferom (PBS; pH 7,4). Vrijednosti prikazane na grafu su srednje vrijednosti, n = 2.
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Slika 13. Kalibracijski pravac ovisnosti povrsine ispod krivulje (AUC) o koncentraciji
melatonina. Medij za otapanje melatonina bio je fosfatni pufer (pH 5,5). Vrijednosti prikazane

na grafu su srednje vrijednosti, n = 2.
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4.2. Gel s uklopljenim melatoninom i pH formulacije

U pripravi gela s uklopljenim melatoninom, koriSten je karbopol kao polimer za
formiranje gela (gelirajuca tvar), PEG kao solubilizator te trietanolamin za prilagodbu pH
uzorka. Relativno jednostavan sastav pomoc¢nih tvari pokazao se prikladnim za uklapanje
melatonina (Lee i sur., 1997). Neke od prednost jednostavnijih formulacija su manja
mogucénost postojanja inkompatibilnosti medu sastavnicama te, posljedi¢no, manji potencijal
izazivanja iritacija i bolja podnosljivost. Uz to, proces proizvodnje jednostavnije formulacije
je jeftiniji (Shelley, 2022). Vrijednost pH navedenog gela prilagodena je dodatkom
trietanolamina i iznosila je 5,5, $to je uobicajeno za formulacije za dermalnu primjenu (Lukié
i sur., 2021).

PEG omogucuje otapanje melatonina koji je slabo topljiv u vodi te tako djeluje kao
solubilizator i osigurava ravnomjernu raspodjelu melatonina unutar gela. Takoder, PEG
poboljSava penetraciju melatonina kroz epidermu Sto povecava raspolozivost, a samim time i
ucinkovitost melatonina (Rowe i sur., 2009). Karbopol pomaze odrzati strukturu gela
stabilnom, poboljsava zadrzavanje lijeka u formulaciji te omogucava postizanje kontroliranog
i produljenog oslobadanja lijeka. Pseudoplasti¢éna svojstva gela omogucuju jednostavniju

primjenu na kozu (Budhori i sur., 2023).

Iako na pH koZe moze utjecati mnogo egzogenih i endogenih ¢imbenika, smatra se da
je uobiéajen pH raspon zdrave koze izmedu 5,4 i 5,9 (mjereno na podlaktici). Medu ¢imbenike
koji utjecu na promjenu pH koZze ubraja se i psorijaza (Schmid-Wendtner i Korting, 2006). Kod
ozlijedene koze, pH vrijednost prelazi u alkalno podrucje u rasponu izmedu 7,15 i 8,9 (Gethin,
2007). 1z navedenih razloga, za provedena ispitivanja su pripravljeni mediji za oslobadanje
dviju razli¢itih pH vrijednosti. Medij pH vrijednosti 5,5 temelji se na pH zdrave koze, dok

formulacija pH vrijednosti 7,4 predstavlja uvjete ostecene koze.

4.3. Termodinamicka topljivost melatonina

Termodinamicka topljivost je maksimalna kolic¢ina tvari koja se u odredenom volumenu
medija moze otopiti, pri odredenoj temperaturi i tlaku (Bhattachar i sur., 2006). Vrijednosti
termodinamicke topljivosti ovisne su o mnogim faktorima kao $to su medij ili radni uvjeti
provodenja ispitivanja (Veseli i sur., 2019). Ispitana je termodinamicka topljivost melatonina
u fosfatnom puferu pH 5,5 i fizioloskoj otopini puferiranoj fosfatnim puferom (engl. phosphate
buffer saline, PBS, pH 7,4).
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Kako bi se odredila topljivost melatonina, lijek je u suvisku dodan u otapalo te je tako
pripremljen uzorak stavljen na mijesanje tijekom 24 sata. Tekucina iznad taloga je profiltrirana,
a u filtratu je pomo¢u HPLC analize odredena koncentracija otopljenog melatonina. Uzorci su
naknadno razrijedeni 10 puta zbog uocene prevelike povrsine ispod krivulje (AUC) nakon
provedbe HPLC analize. Pomocu jednadzbe kalibracijskih pravaca i dobivenih AUC
vrijednosti prilikom HPLC analize, izraCunata je koncentracija melatonina u razrijedenim

uzorcima (Tablica 3., Tablica 4.).

Tablica 3. Podaci za izracun topljivosti melatonina u PBS-u (pH 7,4)

Broj uzorka AUC Izracunata koncentracija melatonina (ug/ml)
1 7049,59 136,44
2 7301,76 141,38
3 6480,72 125,30
/ Srednja vrijednost, n = 3
/ 6944,02 134,37

AUC: povrsina ispod krivulje

Tablica 4. Podaci za izracun topljivosti melatonina u fosfatnom puferu (pH 5,5)

Broj uzorka AUC Izracunata koncentracija melatonina (ug/ml)
1 8647,65 162,43
2 9613,21 180,83
3 7364,44 137,98
/ Srednja vrijednost, n = 3
/ 8541,77 160,41

AUC: povrSina ispod krivulje

Dobivene vrijednosti topljivosti melatonina moraju se pomnoziti brojem 10 zbog
prethodno opisanog razrjedenja uzorka. U konacnici, topljivost melatonina u fizioloSkoj
otopini puferiranom fosfatnim puferom (pH 7,4) iznosi 1,34 £ 0,08 mg/ml, a u fosfathom
puferu (pH 5,5) iznosi 1,60 = 0,22 mg/ml. Mayet-Cruz i sur., (2021) odredili su topljivost
melatonina u vodi te fosfatnim puferima razli¢itih pH vrijednosti. Topljivost u svim ispitanim
medijima iznosila je oko 2,5 mg/ml te nije ovisila o pH vrijednosti medija (Mayet-Cruz i sur.,
2021). Nizi¢ i sur., (2020) ispitali su topljivost melatonina u umjetnom nosnom fluidu, odnosno
vodenoj otopini natrijevog, kalijevog i kalcijevog klorida te su dobili vrijednost od 0,7 mg/mi
(Nizi¢ i sur., 2020). Rezultati topljivosti dobiveni u ovom radu uklapaju se u raspon topljivosti

melatonina u vodenim medijima prijavljen u literaturi.
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4.4. Profili oslobadanja in vitro

Odabrani mediji za ispitivanje in vitro oslobadanja melatonina bili su fosfatni pufer pH
5,5 i fizioloSka otopina puferirana fosfatnim puferom (engl. phosphate buffer saline, PBS, pH
7,4). Fosfatni pufer je prikladan za ovakvo istrazivanje jer omogucava odrzavanje konstantnog
pH tijekom provodenja ispitivanja. Takva stabilnost osigurava vecu pouzdanost rezultata
ispitivanja. Osim odrzavanja stabilne pH vrijednosti, fosfatni pufer se cesto koristi u
biomedicinskim istrazivanjima zbog svoje biokompatibilnosti (Pavani i sur., 2021). PBS moze
priblizno oponasati fizioloske uvjete (Sreenivasan i sur., 2024). Navedene pH vrijednosti

odabrane su kako bi se simulirali uvjeti zdrave i oStec¢ene koze.

Ispitano je oslobadanje melatonina iz CPM-a kori§tenjem automatiziranog sustava za
ispitivanje oslobadanja in vitro s Franzovim difuzijskim celijama. Ispitivanje in vitro
oslobadanja melatonina iz CPM gela provedeno je pri uvjetima osigurane topljivosti. Profil
oslobadanja melatonina iz gela usporeden je s in vitro profilom oslobadanja melatonina iz

otopine PEG-a i melatonina pri jednakim koncentracijama kao i u CPM-u (kontrola).

U usporedbi s kontrolom, CPM formulacija je pokazala produljeno oslobadanja lijeka
(Slika 14.). Pri pH 7,4 se iz uzorka s kontrolom nakon 5 sati oslobodilo 95,6 % melatonina,
dok je iz CPM formulacije pri istoj pH vrijednosti zabiljezeno sporije oslobadanje, te je u istom
vremenu oslobodeno 46,2 % melatonina. Uz promatranje grafickog prikaza profila oslobadanja
razli¢itih formulacija (Slika 14.), profile je moguce usporediti i izratunom faktora sli¢nosti fo.
Faktor f, treba biti ve¢i od 50 kako bi se profili oslobadanja lijeka smatrali sli¢nima (Shah i
sur., 1998). Uoceno je nesto brze oslobadanje melatonina iz CPM-a pri pH 7,4 u usporedbi s
medijem pH vrijednosti 5,5. Nakon 5 sati, iz CPM formulacije pri pH 7,4 oslobodeno je
46,2 % melatonina, dok se iz CPM formulacije pri pH 5,5 nakon istog vremena oslobodilo
39,4 % melatonina. Vrijednost pH s kojom je gel u kontaktu moze utjecati na reoloska svojstva
gela (Islam i sur., 2004). Reoloska karakterizacija formulacije daje informaciju o utjecaju
razli¢itih pH vrijednosti na bitna reoloSka svojstva gela, primjerice viskoznost (Varma i sur.,
2004). Provedena statisticka analiza rezultirala je faktorom sli¢nosti izmedu ta dva mjerenja
od 52,86, stoga se profili oslobadanja melatonina iz CPM-a pri razli¢itim pH vrijednostima
medija smatraju sli¢nima. Profili oslobadanja kontrolnog uzorka su pri obje vrijednosti pH
pokazale gotovo identiCan profil, sto potvrduje i faktor sli¢nosti f» koji za ta dva profila

oslobadanja iznosi 99,19. Faktori slicnosti preostalih profila oslobadanja nisu pokazali
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vrijednosti veée od 50, stoga te formulacije nisu smatrane sli¢nima. Faktor sli¢nosti f2 izracunat

je prema sljedecoj jednadzbi:
fo =50 x log{[1+ (1/n) Xi-1(R;— T)?]~*° x 100} 1)

pri ¢emu je n broj tocaka vremena (u ovom slucaju iznosi 10), a R¢ i Tt su vrijednosti udjela

oslobodenog lijeka referentnog i testnog profila u vremenu t.

Q (%)
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T T T 1
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Slika 14. In vitro profili oslobadanja melatonina iz CPM gela u mediju pH vrijednosti 5,5
(krug) i 7,4 (kvadrat), u usporedbi s difuzijom lijeka iz otopine melatonina i PEG-a u mediju
pH vrijednosti 5,5 (trokut) i 7,4 (obrnuti trokut). Q (%) oznacuje kumulativni postotni udio
oslobodenog lijeka u promatranom vremenu (tijekom 24 sata). Vrijednosti prikazane na grafu

su srednje vrijednosti * standardna devijacija, n = 3.

Odredena je kinetika oslobadanja melatonina iz formulacija usporedbom pet razli¢itih
kinetika oslobadanja (Friuli i sur., 2022; Gouda i sur., 2017). Za svaki model odreden je
koeficijent determinacije (R?), te je prema njemu zaklju¢eno koji model najbolje opisuje
oslobadanje lijeka (Udovi¢i¢ i sur., 2007). Sto je R? blizi 1, model je prikladniji za opis

oslobadanja lijeka (Chicco i sur., 2021). Za izra¢un su koristene sljedece jednadzbe:
Kinetika nultog reda: Co— Ct =k Xt (2

Kinetika prvog reda: logc; =logcy —k./2,303 3
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Higuchijev model: Q = ky x t'/? (4)
Korsmeyer-Peppasov model: logQ = logkygp + nlogt 5)
Hixson-Crowellov model: me'/® — m 3 =kye xt (6)

pri ¢emu Co oznacava koncentraciju oslobodenog lijeka u vremenu t = 0, ¢t koncentraciju
oslobodenog lijeka u vremenu t, Q kumulativnu koli¢inu oslobodenog lijeka, n faktor Kkoji
pokazuje mehanizam oslobadanja, mp masu Cestica u vremenu t = 0, m; masu ¢estica u vremenu

t, a A0, e, A#, Kkp i Kne konstante oslobadanja lijeka.

Iz podataka o koeficijentu determinacije (Tablica 5.) moze se zakljuciti da oslobadanje
melatonina iz CPM formulacije u oba medija najbolje opisuje Korsmeyer-Peppasov model, $to
je u skladu s literaturom koja opisuje oslobadanje djelatne tvari iz karbopolskih gelova (Suhail
i sur., 2020). Korsmeyer-Peppasov model je slozeniji model kinetike oslobadanja lijeka jer
uzima u obzir difuziju lijeka i eroziju nosac¢a (Budhori i sur., 2023). Vrijednost n odreduje
mehanizam oslobadanja lijeka. Pritom, n < 0,5 ukazuje na Fickov mehanizam difuzije, dok
vrijednost n > 0,5 ukazuje na ne-Fickov mehanizam difuzije ili anomalnu difuziju. Vrijednost
n za CPM formulaciju pH 5,5 iznosi 0,4249, a za CPM formulacija pH 7,4 iznosi 0,4063, $to
upucuje na Fickov mehanizam difuzije (Suhail i sur., 2020). To znaci da je brzina oslobadanja
melatonina odredena bubrenjem polimernog matriksa i brzinom difuzije lijeka kroz taj matriks
(Schliecker i sur., 2004). Ovaj bi se model trebao koristiti samo za opisivanje ponaSanja za
prvih 60 % oslobodenog lijeka (Ahmed i sur., 2019). Dobiveni rezultati usporedeni su s
dostupnom literaturom u kojoj je opisano in vitro oslobadanje diklofenaka iz karbopolskog gela
za dermalnu primjenu (udio karbopola 0,75 %, m/m i pH 6,0). Nakon 6 sati, 56,8 + 4,6 %
diklofenaka je oslobodeno iz ispitivanog gela (Hamed i sur., 2016), $to se poklapa s rezultatima

dobivenima u ovom radu.

32



Tablica 5. Jednadzbe koje opisuju kinetike oslobadanje melatonina iz CPM formulacija te
analiza prikladnosti kinetike nultog reda, kinetike prvog reda, Higuchijevog modela,

Korsmeyer-Peppasovog modela i Hixson-Crowellovog modela koriste¢i faktor determinacije

(R?).

Kinetika Jednadzbe koje opisuju oslobadanje R?
CPM formulacija s medijem pH vrijednosti 5,5
Nulti red y =-0,0244x + 0,8543 0,7936
Prvi red y =-0,018x - 0,0644 0,9028
Higuchijev model y =0,139x + 0,0277 0,9705
Korsmeyer-Peppasov model y =0,4964x - 0,7972 0,9847
Hixson-Crowellov model y =0,0115x + 0,0496 0,8695

CPM formulacija s medijem pH vrijednosti 7,4

Nulti red y =-0,0267x + 0,8258 0,7505

Prvi red y =-0,0216x - 0,0793 0,8759
Higuchijev model y =0,1545x + 0,0413 0,9479
Korsmeyer-peppasov model y =0,4785x - 0,7247 0,9795
Hixson-Crowellov model y =0,0133x + 0,0605 0,8369

4.5. Biokompatibilnost formulacija in vitro

Karbopol je vrlo Cesta sastavnica farmaceutskih proizvoda za lokalnu primjenu i
njegova primjena smatra se sigurnom. Prema podacima iz Prirucnika o farmaceutskim
pomocnim tvarima, nisu pronadeni dokazi 0 reakcijama preosjetljivosti u ljudi nakon lokalne
primjene karbopola (Rowe i sur., 2009). Karbopol nije toksi¢an i nije iritans §to ga Cini
prikladnom pomoé¢nom tvari za razvoj gelova za primjenu na kozu (Safitri i sur., 2020).
Klini¢ki podaci za procjenu iritacije koze i potencijala preosjetljivosti karbopola ukljucuju

studije provedene na ljudima u kojima su testirane koncentracije do 1,0 % (m/m) karbopola. U
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tim studijama, pokazan je niski potencijal karbopola za iritaciju koze i preosjetljivost (Church
i Nichols, 2017).

PEG 3350 se Cesto koristi u farmaceutskim proizvodima za lokalnu primjenu (Jang i
sur., 2015). Takva upotreba se smatra sigurnom jer sistemska apsorpcija nije o¢ekivana
(Fruijtier, 2005). Ipak, lokalna primjena pripravaka koji sadrze PEG nije preporucena
pacijentima sa zatajenjem bubrega, opseznim opeklinama ili otvorenim ranama. PEG 3350 je
prikladan izbor pomoc¢ne tvari za ispitivanu gel formulaciju iz razloga $to nije toksic¢an i nije

iritans (Rowe i sur., 2009).

Za odredivanje vijabilnosti stanica proveden je MTT kolorimetrijski test (Slika 10.).
Metabolicka aktivnost stanica izrazena je u odnosu na negativnu kontrolu (jaZice inkubirane

samo u HBSS puferu). Vijabilnost je racunata prema sljedecoj jednadzbi:
Vijabilnost (%) = 252°F % 100 ©)
As70k

pri ¢emu je As7or izmjerena apsorbancija formulacije, a As7ok izmjerena apsorbancija kontrole.

Prema ISO standardu (10993-5, 2009), ako je izmjerena vijabilnost ispod 70 % u
odnosu na negativhu kontrolu, ispitivana formulacija ima potencijal za citotoksi¢nost.
Temeljem dobivenih rezultata MTT testa u ovom radu (Slika 15.), moze se zakljuéiti da

ispitivana formulacija CPM nema citotoksi¢ni potencijal.

Soriano i sur., (2020) ispitali su citotoksi¢nost nanogela s melatoninom (1 %, m/m) na
HaCaT stani¢nom modelu. Nanogel je sastavljen od poloksamera 407, kitozana 1 hijaluronske
kiseline. Odredena vijabilnost stanica iznosila je gotovo 100 % (Soriano i sur., 2020). Ipak,
zbog ograniCenja in vitro modela, tako dobiveni podaci ne mogu izravno predvidjeti situaciju
in vivo. Kako bi se to¢nije predvidjelo ponasanje formulacije in vivo, moze se upotrijebiti in
vitro-in vivo koleracija (engl. in vitro-in vivo correlation, IVIVC). IVIVC je prediktivni
matematicki model Kkoji opisuje vezu izmedu in vitro i in vivo odgovora, no u dostupnim
smjernicama jo$ nisu definirani standardizirani IVIVC modeli za dermalne formulacije (Rath i
Kanfer, 2023).

34



140 =

120

_|
_|

80

60 =

Vijabilnost stanica (%)

40 =

20

CPM CcP PM C P

Slika 15. Vijabilnost HaCaT stanica tretiranihn CPM gelom i odgovaraju¢im kontrolnim
otopinama: karbopol i PEG (CP), PEG i melatonin (PM), karbopol (C) te PEG (P) u HBSS
puferu. Omjer ispitanog uzorka i HBSS pufera u svim uzorcima iznosio je 1:5. Vijabilnost
stanica ispitivana je MTT testom te je izrazena u postotku u odnosu na vijabilnost stanica

tretiranih samo HBSS puferom. Prikazana je srednja vrijednost + standardna devijacija, n = 3.
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5. ZAKLJUCCI
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Dobivena je linearna ovisnost povrsine ispod krivulje o koncentraciji melatonina u
ispitivanim otapalima (u fizioloskoj otopini puferiranoj fosfatnim puferom (pH 7,4) te u
fosfatnom puferu pH vrijednosti 5,5).

Gel karbopola (0,1 %, m/m) i PEG-a (5 %, m/m) s uklopljenim melatoninom pripravljen
je iz koncentrirane otopine karbopola 940 i PEG-a 3350 mijeSanjem u pro¢i$¢enoj vodi te
uz dodatak melatonina pri koncentraciji od 0,1 % (m/m, formulacija CPM). Vrijednost pH
formulacije prilagodena je do 5,5 pomocu trietanolamina.

Ispitivanjem termodinamicke topljivosti melatonina utvrdeno je da topljivost melatonina
u fizioloskoj otopini puferiranom fosfatnim puferom (pH 7,4) iznosi 1,34 + 0,08 mg/ml, a
u fosfathom puferu (pH 5,5) 1,60 + 0,22 mg/ml.

Iz formulacije CPM oslobodeno je 46,2 % i 39,4 % lijeka pri pH medija redom 7,4 i 5,5,
dok je tijekom istog vremena iz kontrolne otopine (otopina PEG-a i melatonina jednakih
koncentracija kao i u formulaciji CPM) difundiralo gotovo 100 % lijeka u oba ispitana
medija. Izracunati faktori slicnosti izmedu profila oslobadanja melatonina iz CPM-a i
odgovarajuce kontrole iznosili su 16,37 i 1,07 redom za medije pH 5,5 i 7,4, potvrdujuci
postizanje produljenog oslobadanja melatonina iz formulacije CPM.

Zabiljezeno je nesto brze oslobadanje melatonina iz CPM-a pri pH 7,4 u usporedbi s
medijem pH vrijednosti 5,5, no ispitivanjem faktora sli¢nosti pokazano je da razlika nije
statisticki znacajna (f> = 52,86).

Sli¢nima su se pokazali profili oslobadanja melatonina iz kontrolne otopine pri objema pH
vrijednostima (f> = 99,19).

Usporedbom koeficijenta determinacije (R?) za pet moguéih kinetika oslobadanja (Kinetika
nultog reda, kinetika prvog reda, Higuchijev model, Hixson-Crowellov model i
Korsmeyer-Peppasov model), odredeno je da oslobadanje melatonina iz CPM-a u oba
ispitana medija najbolje opisuje Korsmeyer-Peppasov model.

Izracunata vrijednost n ukazuje na difundiranje melatonina Fickovim mehanizmom iz
formulacije CPM.

Formulacija CPM te odgovaraju¢i kontrolni uzorci bili su biokompatibilni s HaCaT
stanicama in vitro. Vijabilnost stanica odredena MTT kolorimetrijskim testom nakon
izlaganja formulaciji CPM i odgovaraju¢im kontrolnim uzorcima bila je u rasponu od 82,5
+4,3% do 107,2 £ 18,5 %.

Biofarmaceutska karakterizacija provedena u ovom radu ukazuje na potencijal formulacije

CPM kao farmaceutskog oblika za dermalnu primjenu melatonina.
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA
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°C
CPM

AUC

DMEM

DMSO
EDTA

f

HaCaT
HBSS

HPLC

min
MTT

PBS

PEG

pH

Celzijev stupanj

karbopolski gel s melatoninom uz polietilenglikol kao solubilizator
povrsina ispod krivulje (engl. area under curve)

koncentracija

Dulbeccov modificirani Eaglov medij (engl. Dulbecco's modified Eagle's

medium)

dimetilsulfoksid

etilendiamintetraoctena kiselina

faktor sli¢nosti (engl. similarity factor)

sat

stani¢na linija humanih keratinocita

Hankova uravnotezena otopina soli (engl. Hank's balanced salt solution)

tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high-performance liquid

chromatography)

litra

masa

metar

molarnost

minuta

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid

fizioloska otopina puferirana fosfatnim puferom (engl. phosphate buffer saline,
pH 7,4)

polietilenglikol

vrijednost pH, negativni logaritam mnozinske koncentracije vodikovih iona u

otopini
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RZ

rcf

uv

koeficijent determinacije

relativna centrifugalna sila (engl. relative centrifugal force)
vrijeme

ultraljubicasto zracenje (engl. ultraviolet radiation)

volumen
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Melatonin je neurohormon koji se istrazuje za lijeCenje raznih bolesti 1 stanja. Broj
istrazivanja dermalnih formulacija melatonina raste zbog njegovog potencijala u lijecenju
upalnih bolesti koZe, sprje¢avanju znakova starenja, zastiti koze od UV zraCenja i zacjeljivanju
rana. Dermalni put primjene lijeka omogucuje jednostavnost koriStenja i postizanje visoke
koncentracije lijeka izravno na mjestu primjene. Gelovi za dermalnu primjenu omogucuju dulje
zadrzavanje djelatne tvari na mjestu primjene te produljeno oslobadanje uklopljenog lijeka.
Cilj ovog rada bio je odrediti biofarmaceutska svojstva karbopolskog gela s melatoninom za
dermalnu primjenu. Pripravljen je gel karbopola (0,1 %, m/m) i polietilenglikola (PEG-a; 5 %,
m/m) s uklopljenim melatoninom (0,1 %, m/m; formulacija CPM). Termodinamicka topljivost
melatonina u fizioloskoj otopini puferiranoj fosfatnim puferom (pH 7,4) iznosila je 1,34 + 0,08
mg/ml, a u fosfatnom puferu (pH 5,5) 1,60 + 0,22 mg/ml. Ispitivanjem in vitro oslobadanja
melatonina, CPM formulacija je, u usporedbi s kontrolnom otopinom, Kkarakterizirana
produljenim oslobadanjem lijeka. Zabiljezeno je nesto brze oslobadanje melatonina iz CPM-a
pri pH 7,4 u usporedbi s medijem pH vrijednosti 5,5, no razlika nije pokazana statisti¢ki
znacajnom (f2 = 52,86). Usporedba dobivenih profila oslobadanja melatonina iz CPM-a u oba
medija s poznatim matematickim modelima pokazala je najbolju podudarnost s Korsmeyer-
Peppasovim modelom. Difuzija melatonina iz formulacije pratila je Fickov mehanizam.
Vijabilnost od 82,5 + 4,3 % odredena MTT testom potvrdila je biokompatibilnost formulacije
CPM. Biofarmaceutska karakterizacija provedena u ovom radu ukazuje na potencijal
formulacije CPM kao farmaceutskog oblika za dermalnu primjenu melatonina.
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Melatonin is a neurohormone currently under investigation for the treatment of various
diseases and conditions. The number of studies on dermal melatonin formulations is increasing,
due to its potential in treating inflammatory skin diseases, preventing signs of aging, protecting
the skin from UV radiation, and promoting wound healing. The dermal drug administration
route enables the simplicity of application and high drug concentration at the site of application.
Dermal gels enable prolonged retention of the active substance at the application site and its
prolonged release. The aim of this study was to determine the biopharmaceutical properties of
a carbopol gel with melatonin for dermal administration. The gel was prepared using carbopol
(0.1%, w/w) and polyethylene glycol (PEG; 5%, w/w) with the addition of melatonin (0.1%,
w/w; CPM formulation). The thermodynamic solubility of melatonin in phosphate buffered
saline (pH 7.4) was 1.34 = 0.8 mg/mL, and 1.60 + 0.22 mg/mL in phosphate buffer (pH 5.5).
In vitro release study showed the prolonged melatonin release from CPM formulation
compared to the control solution. A slightly more rapid release of melatonin from CPM was
observed at pH 7.4 compared to the medium with a pH value of 5.5, but the difference was not
statistically significant (f> = 52.86). Comparison of the melatonin release profiles from CPM
in both media with known mathematical models showed the best fit with the Korsmeyer-Peppas
model. The diffusion of melatonin from the formulation followed Fickian mechanism. The
viability of 82.5 *+ 4.3% determined by the MTT assay confirmed the biocompatibility of the
CPM formulation. Biopharmaceutical characterization performed in this study indicates the
potential of the CPM formulation as a pharmaceutical form for dermal application of

melatonin.
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SAZETAK

Melatonin je neurohormon koji se istraZzuje za lijeCenje raznih bolesti 1 stanja. Broj istrazivanja
dermalnih formulacija melatonina raste zbog njegovog potencijala u lijeCenju upalnih bolesti koze,
sprjecavanju znakova starenja, zastiti koZze od UV zracenja i zacjeljivanju rana. Dermalni put
primjene lijeka omogucuje jednostavnost koriStenja i postizanje visoke koncentracije lijeka izravno
na mjestu primjene. Gelovi za dermalnu primjenu omogucuju dulje zadrZzavanje djelatne tvari na
mjestu primjene te produljeno oslobadanje uklopljenog lijeka. Cilj ovog rada bio je odrediti
biofarmaceutska svojstva karbopolskog gela s melatoninom za dermalnu primjenu. Pripravljen je
gel karbopola (0,1 %, m/m) i polietilenglikola (PEG-a; 5 %, m/m) s uklopljenim melatoninom (0,1
%, m/m; formulacija CPM). Termodinamicka topljivost melatonina u fizioloskoj otopini puferiranoj
fosfatnim puferom (pH 7,4) iznosila je 1,34 + 0,08 mg/ml, a u fosfatnom puferu (pH 5,5) 1,60 + 0,22
mg/ml. Ispitivanjem in vitro oslobadanja melatonina, CPM formulacija je, u usporedbi s kontrolnom
otopinom, karakterizirana produljenim oslobadanjem lijeka. ZabiljeZeno je nesto brze oslobadanje
melatonina iz CPM-a pri pH 7,4 u usporedbi s medijem pH vrijednosti 5,5, no razlika nije pokazana
statisti¢ki znacajnom (f2 = 52,86). Usporedba dobivenih profila oslobadanja melatonina iz CPM-a u
oba medija s poznatim matematickim modelima pokazala je najbolju podudarnost s Korsmeyer-
Peppasovim modelom. Difuzija melatonina iz formulacije pratila je Fickov mehanizam. Vijabilnost
od 82,5 + 4,3 % odredena MTT testom potvrdila je biokompatibilnost formulacije CPM.
Biofarmaceutska karakterizacija provedena u ovom radu ukazuje na potencijal formulacije CPM kao
farmaceutskog oblika za dermalnu primjenu melatonina.
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SUMMARY

Melatonin is a neurohormone currently under investigation for the treatment of various diseases and
conditions. The number of studies on dermal melatonin formulations is increasing, due to its
potential in treating inflammatory skin diseases, preventing signs of aging, protecting the skin from
UV radiation, and promoting wound healing. The dermal drug administration route enables the
simplicity of application and high drug concentration at the site of application. Dermal gels enable
prolonged retention of the active substance at the application site and its prolonged release. The aim
of this study was to determine the biopharmaceutical properties of a carbopol gel with melatonin for
dermal administration. The gel was prepared using carbopol (0.1%, w/w) and polyethylene glycol
(PEG; 5%, w/w) with the addition of melatonin (0.1%, w/w; CPM formulation). The thermodynamic
solubility of melatonin in phosphate buffered saline (pH 7.4) was 1.34 + 0.8 mg/mL, and 1.60 + 0.22
mg/mL in phosphate buffer (pH 5.5). In vitro release study showed the prolonged melatonin release
from CPM formulation compared to the control solution. A slightly more rapid release of melatonin
from CPM was observed at pH 7.4 compared to the medium with a pH value of 5.5, but the difference
was not statistically significant (f. = 52.86). Comparison of the melatonin release profiles from CPM
in both media with known mathematical models showed the best fit with the Korsmeyer-Peppas
model. The diffusion of melatonin from the formulation followed Fickian mechanism. The viability
of 825 + 4.3% determined by the MTT assay confirmed the biocompatibility of the CPM
formulation. Biopharmaceutical characterization performed in this study indicates the potential of
the CPM formulation as a pharmaceutical form for dermal application of melatonin.
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