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1. UvOD

Oko je jedno od najvaznijih osjetnih organa. Veliki dio onoga $to percipiramo oko sebe
dolazi upravo putem osjeta vida. Bolesti oka mogu uzrokovati slabljenje vida, a u nekim
slucajevima i sljepo¢u. Oko je lako dostupan organ za topikalnu primjenu lijeka, medutim
bioraspolozivost topikalno primijenjenih konvencionalnih oftalmickih lijekova je vrlo mala, $to

predstavlja veliki izazov u lijeCenju bolesti oka.

Pod pojmom konvencionalnih oftalmickih lijekova podrazumijevamo otopine i suspenzije
lijeka koje se primjenjuju na povrsinu oka u obliku kapi za oko. Takovi farmaceutski oblici lijeka
relativno brzo se uklanjaju s povrsine oka zbog u¢inkovitih obrambenih mehanizama oka. Stoga
je najveci problem postizanje ucinkovite koncentracije lijeka na mjestu njegovog djelovanja (de
la Fuente i sur., 2009). Kod konvencionalnih kapi za oko u¢inkovita koncentracija postize se
ucestalim doziranjem lijeka, a Sto ima negativan uc¢inak na adherenciju pacijeta te u konac¢nici na
ucinkovitost lije¢nja. Primjena nanotehnologije u razvoju inovativnih terapijskih nanosustavi za
oftalmic¢ku primjenu pruza razli¢ite moguénosti poboljsanja bioraspolozivosti lijeka u oku (de la
Fuente i sur., 2009). Uklapanjem djelatne tvari u nanosustav moze se produljiti zadrZzavanje na

povrsini oka te poboljsati prijelaz preko apsorpcijskih barijera oka (de la Fuente i sur., 2009).

1.1. Barijere prednjeg dijela oka

Oko je podijeljeno na dvije glavne anatomske regije, prednji dio (spojnica, roznica, ocha
vodica, $arenica, zrakasto tijelo) i straznji dio (bjelooc¢nica, Zilnica, mreZnica, staklasto tijelo).
Oba su dijela oka zasticena specificnim barijerama koje sprje¢avaju apsorpciju lijeka u oko.
Barijere u prednjem dijelu oka obuhvacaju navedene anatomske (stati¢ne) barijere, ali 1 vrlo

vazne fizioloske (dinamicke) barijere.

Osnovne staticke barijere su roznica i spojnica. Roznica je slozena avaskularna epitelna
barijera male povrsine, koja se sastoji od viseslojnog epitela (pet do sedam slojeva epitelnih
stanica), Bowmanovog sloja, strome, Descemetove mebrane i endotela (slika 1). Istodobno je
glavni put intraokularne apsorpcije lijeka. Spojnica je prokrvljena, ima propusniji epitel i pokriva

znaajno vecu povrsSinu (de la Fuente i sur., 2009). Kao posljedica toga, apsorpcija preko



spojnice moze biti znacajan ¢imbenik gubitka lijeka iz prekornealnog podrucja u sustavnu

cirkulaciju (neproduktivna apsorpcija preko spojnice).

Fizioloske (dinamic¢ne) barijere apsorpciji lijeka u oku ukljucuju izmjenu suzne tekucine,
refleksno treptanje, refleksno suzenje te nazolakrimalnu drenazu. Nazivamo ih prekornealnim
¢imbenicima (slika 1). Povrsinu oka pokriva suzni film koji se sastoji od dva sloja: lipidnog sloja
i vodenomukoznog sloja, koji sadrzi enzime, mucine i ostale proteine. Volumen suzne tekucine
je vrlo malen, samo 7 pL. Nakon topikalne primjene oftalmic¢kog lijeka dolazi do njegovog
mijesanja sa suznom teku¢inom. Na povrSinu oka moze se primijeniti maksimalni volumen od 30
uL. Veéi volumeni dodatno ¢e aktivirati refleks suzenja i treptanja koji dalje potice

nazolakrimalnu drenazu odnosno gubitak lijeka s povrSine oka kroz suzonosni kanal.

LIPIDNI SLOJ

Vodeni i mucinski sloj Proizvodnja suza

(sadrZi mucin, enzime Treptani
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primjene

Apsorpcija lipofilnih i hidrofilnih lijekova u oko

Roznica je glavni put apsorpcije lipofilnih lijekova u oko. Predstavlja heterogenu barijeru

zbog razlic¢itih slojeva: rozni¢nog epitela (predstavlja barijeru hidrofilnim lijekovima) i strome



(predstavlja barijeru jako lipofilnim lijekovima). Najbolje prelaze barijeru roznice umjereno
lipofilni lijekovi pasivnom difuzijom transcelularnim putem (de la Fuente i sur., 2009).
Hidrofilni lijekovi manje molekulske mase mogu se apsorbirati preko roznice paracelularnim

putem.

Za razliku od roznice spojnica ima propusniji epitel (vece su pore paracelularnog puta),

predstavlja glavni put apsorpcije hidrofilnih lijekova ve¢e molekulske mase.

Nadalje, lipofilne lijekove, posebno one tesko topljive, nemoguce je oblikovati u
farmaceutski oblik otopine veé¢ se najcesce primjenjuju kao suspenzije. Hidrofilni lijekovi mogu
se oblikovati kao otopine, ali kako je uglavnom rije¢ o nestabilnim molekulama potrebna su

inovativna farmaceutkso-tehnoloska rjeSenja za njihovo uspjes$no oblikovanje.

Terapijski nanosustavi kao inovativna rjesenja za poboljsanje bioraspolozivosti lijeka u oku

Terapijski nanosustavi, koji obuhvacaju nekoliko razli¢itih vrsta sustava, predstavljaju jedno
od inovativnih rjeSenja koja mogu dovesti do povecanja bioraspolozivosti topikalno
primijenjenog oftalmic¢kog lijeka (de la Fuente i sur., 2009). Takovi sustavi mogu stupiti u
interakciju s suznim filmom (lipidnim ili vodenomukoznim slojem) i na taj nain osigurati
produljeno zadrzavanje lijeka na oku. Nadalje, nanosustavi mogu poboljsati prijenos lijeka preko
roznice ili spojnice. Takoder, mogu poboljsati topljivost lipofilnih lijekova, odnosno poboljsati
stabilnost hidrofilnih lijekova. Ovisno o sastavu i strukturi nanosustava moze se kontrolirati i

brzinu oslobadanja lijeka na povrsini oka (de la Fuente i sur., 2009).

1.2 Kitozanski nanosustavi za oftalmi¢ku primjenu

Veliki potencijal za topikalnu oftalmicku primjenu pokazuju kitozanski nanosustavi. Kitozan
je prirodni polisaharid koji je graden od podjedinica glukozamina i N-acetilglukozamina. Dobiva
se djelomi¢nom deacetilacijom hitina, dugolan¢anog polimera N-acetilglukozamina.
Zahvaljuju¢i amino skupinama glukozamina, kitozan je moguce protonirati pri ¢emu nhastaje
polikation velike gustoce naboja. To svojstvo omogucéuje mu topljivost u vodi, interakciju s
mucinima u vodenomukoznom sloju (mukoadhezivnost), otvaranje ¢vrstih veza izmedu epitelnih
stanica te antibakterijski ucinak $to ga ¢ini polimerom izbora u razvoju inovativnih ofalmickih

nanosustava. Kitozan je takoder biorazgradiv i biokompatibilan (Tamara. i sur. 2018).
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Slika 3. Struktura kitozana

Mukoadhezivnost kitozana posredovana je ponajvise elektrostatskim silama izmedu
pozitivno nabijenih amino skupina glukozamina i negativno nabijenih kiselinskih ostataka
(sijalinska kiselina ili N-acetilneuraminska kiselina, pKa = 2,6) na molekulama mucina koje se
nalaze u vodenomukoznom sloju, ali i povr$ini epitelnih stanica. Medutim, mukoadhezivnost
kitozana posrednovana je i vodikovim vezama i hidrofobnim interakcijama s mucinima . Zbog
mukoadhesivnosti kitozana, kitozanski nanosustavi mogu se dulje zadrzati na povrSini oka.
Naime, vrijeme potrebno za izmjenu vodenomukoznog sloja je priblizno 15 do 20 sati, §to je
znantno sporije u odnosu na vrijeme potrebno za izmjenu suza (nekoliko minuta) (de la Fuente i
sur., 2009).

Kitozan povecava transepitelnu permeabilnost zbog reverzibilne interakcije s ¢vrstim vezama
izmedu epitelnih stanica (Basaran i Yazan, 2012). Time dolazi do otvaranja Cvrstih veza te
povecanja volumena paracelularnih pora S$to moZe rezultirati povecanjem apsorpcije lijeka

posebice hidrofilnih lijekova.

Prije gotovo 20 godina, provedenim in vivo istrazivanjem na pokusnim kuni¢ima pokazana je
dobra oftalmi¢ka podnosljivost Kitozana . Biorazgradivost kitozana posredovana je enzimom

lizozimom koji se nalazi u suznoj tekuéini (de la Fuente i sur., 2009).

1.2.1. Nanoemulzije obloZene kitozanom

U/V nanoemulzije intenzivno se istrazuju kao sustavi za poboljSanje bioraspolozivosti
lipofilnih lijekova za topikalnu oftalmic¢ku primjenu (de la Fuente i sur., 2009). Ovisno o naboju
kojeg nose na svojoj povrSini, mogu se podijeliti na anionske, kationske nanoemulzije te
nanoemulzije bez naboja. Anionske nanoemulzije se pripravljaju koristenjem anionskih lipida,
surfaktanata i polimera, dok se kationske nanoemulzije pripravljaju koristenjem kationskih

lipida, surfaktanata i polimera (de la Fuente i sur., 2009). Kitozan se intenzivno istrazuje kao



jedan od kationskih polimera koji mogu formirati omota¢ oko uljnih kapljica ili integrirati se na
medupovrsini ulje/voda te stvarati oko kapljica ulja pozitivan naboj. Kitozan takoder stabilizira

nanoemulzije jer sprje¢ava koalescenciju emulzija sterickim i elektrostatskim ucincima.

Na trzistu danas postoje oftalmicki lijekovi koji se temelje na tehnologiji nanoemulzija, a
koriste se u lijeenju bolesti suhoga oka (Restasis® (Allergan) i Ikervis® (Santen)). Kationska
nanoemulzija (Ikervis®), za razliku od anionske (Restasis®), omogucuje elektrostatsku
interakciju s negativno nabijenim mucinima povrsine oka, pobolj$avajuci tako zadrzavanje lijeka
u prekornealnom podruc¢ju (P. Daull, i sur., 2014). Stoga se lijek Ikervisa® primjenjuje jedanput

dnevno nasuprot lijeku Restasisa® Kkoji se primjenjuje dva puta na dan (Lallemand i sur., 2018).

1.2.2. Nanokapsule i nanocestice obloZene kitozanom

Nanokapsule su vrsta nanosustava definiranih unutrasnjom jezgrom, koja je obloZena sa

polimerom. Jezgra moZe biti uljne ili vodene faze, a vanjski polimer moZe nositi odredeni naboj.

Prvi dokazi potencijala nanokapsula za topikalnu oftamic¢ku primjenu dolaze iz 1992. godine
kada su Losa i suradnici (de la Fuente i sur., 2009) usporedili poli-e-kaprolaktonske (PECL)
nanokapsule s uklopljenim metipranololom sa konvencionalnim kapima za oko s
metipranololom. Primjena PECL nanokapsula s metipranololom ucinkovito je smanjila poviseni
o¢ni tlak, a pri tome je minimalizirala kardiovaskularne nuspojave koje su se pojavljivale pri
primjeni konvencionalnih kapi za oko. U jo$ jednom istrazivanju pokazana je poboljSanja
permeacija kroz roznicu indometacina koji je primijenjen uklopljen u PECL nanokapsule u
usporedbi s konvencionalnim kapima za oko s indometacinom (de la Fuente i sur., 2009).
Istrazivanja su se dalje nastavila te su 1997. isti autori oblozili PECL nanokapsule kitozanom s
ciliem povecanja mokoadhezivnosti sustava te moguénosti povecanja prijenosa lijeka preko
roznice (de la Fuente i sur., 2009). Ocekivanja su potvrdena ¢ime kitozan postaje polimer izbora
za pripravu kationskin nanosustava za oftalmicku primjenu. Nadalje, utvrdeno je kako se
povecanje apsorpcije lijeka u oko ne mozZe pridodati samo pozitivhom naboju kitozana veé
prirodi tog polisaharidnog polimera. Usporedile su se dvije vrste PECL nanocestica: oblozene
kationskim polimerom kitozanom i one oblozene kationskim polimerom poli-L-lizinom.
Pokazalo se da Cestice obloZene kitozanom omoguéavaju puno bolju permaciu indometacina, od

Cestica oblozenih poli-L-lizinom (de la Fuente i sur., 2009).



1.2.2.1. Lecitinsko-kitozanske nanocestice

Jedan od zanimljiv nanosustava koji se temelje na kitozanu su lecitinsko-kitozanske
nanoCestice. Lecitin je prirodna mjeSavina fosfolipida, uglavnom fosfatidilkolina i
fosfatidiletanolamina (Hafner i sur. 2011). Budu¢i da je prirodan, biokompatibilan i biorazradljiv
lecitin je prikladan za razvijanje terapijskih nanosustava za oftalmicku primjenu lijekova (Bhatta
i sur., 2012.). Cesto se koristi u primjeni razli¢itih terapijskih nanosustava, kao $to su mikro i
nanoemulzije (Kelmann i sur., 2007), liposomi (Paveli¢ i sur., 2005) i micelarni sustavi (Ceraulo

i sur., 2008). Lecitin se najéesce koristi kao emulgator (Lixin et al., 2006; Williams et al., 1984).

Lecitinsko-kitozanske nanocestica nastaju samoorganiziranjem negativno nabijenih lipida
lecitina i pozitivno nabijenog kitozana (Hafner i sur. 2009). Nanocestice se jednostavno
pripravljaju, a koristenjem razli¢ite vrste lecitina i kitozana te razli¢itim omjerima komponenti
moze se utjecati na njihovu veli¢inu i zeta-potencijal Kitozan se otapa u vodi, a lecitin sa
hidrofobnim lijekom se otapa u etanolu. Optimalni omjer lecitina i kitozana pri pripravi
lecitinsko-kiotzanskih nanocestica je 20:1, pri ¢emu se dobiju nanocestice velic¢ine 200-250 nm.
PovrSina sustava oblozena je pozitivno nabijenim kitozanom, a unutrasnjost ¢ini lecitinski

matriks koji omogucuje uklapanje lipofilnih lijekova.

Dosad su se lecitinsko-kitozanske nanocestice istrazivale za oralnu primjenu progesterona i
tamoksifencitrata (Sonvico i sur., 2006; Barbieri, 2013), za dermalnu primjenu kortikosteroida
(Senyigit, 2010; Ozcan, 2013) te nazalnu i transdermalna primjenu melatonina (Hafner i sur.,
2009.; Hafner i sur., 2011).

Slika 4. Mikrografija lecitinsko-kitozanskih nanocestica s uklopljenim melatoninom

dobivena transmisijskom elektronskom mikroskopijom (Hafner i sur. 2009).



1.3. Glaukom

Glaukom je opticka neuropatija koju karakteriziraju progresivna degeneracija ganglijskih
stanica mreznice (RGC). Glaukom zahvaca vise od 70 milijuna ljudi Sirom svijeta, pri ¢emu je
otprilike 10% slijepo na oba oka $to ga ¢ini vode¢im uzrokom trajne sljepoce u svijetu. Glaukom
moze biti prisutan u bolesnika sve dok se postane ozbiljan problem, $to govori da je broj
oboljelih puno veci od broja za koji se zna da ga ima. Ankete pokazuju da su samo 10% do 50%
ljudi s glaukomom svjesni su da ga imaju i da su oboljeli. Glaukom mozemo podijeliti u dvije

skupine: glaukom otvorenog kuta i glaukom zatvorenog kuta (N. Robert i sur., 2014).

Faktori rizika za razvoj glaukoma: starija zivotna dob, obiteljska povijest bolesti, crna rasa,

sustavni ili topikalni kortikosteroidi te visok o¢ni tlak.

Sve vise dokaza u istrazivanjima govori o oksidativnom stresu kao vaznom uzro¢niku gubitka
RGC-a. Nekoliko studija je pokazalo da slobodni radikali uzrokuju smrt stanica neurona
inhibicijom klju¢nih enzima Krebsovog ciklusa i1 oksidativnog ciklusa $to oSte¢uje metabolizam
oka. Takoder je dokazano u mnogim in vitro i in vivo uvjetima da je oksidativni stres, iduciran
glutamatom, glavni mehanizam ekscitotoksi¢nosti RGC. Koenzim Q10 (CoQ10) je bitna
komponenta oksidativnog ciklusa sa jakim antioksidativnim svojstvima za koja je dokazano da

posreduju u neuroprotekciji (Nucci i sur., 2007).

1.4. Melatonin

Melatonin (N-acetil-5-metoksitriptamin) je neurohormon kojeg izlucuje epifiza. Ima klju¢nu
ulogu u odrzavanju dnevnog ritma organizma, regulira ciklus spavanja i budnosti (Hafner i sur.,
2009). Poznat je po imunostimulativnom i citoprotektivnom ucéinku (Mao i sur., 2004).

Melatonin je po strukturi derivat indola.
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Slika 5. Struktura melatonina (Musumecia i sur., 2013).



Melatonin se koristi u lije¢enju cirkadijanih poremecaja poput nesanice i jet lag koji se javlja
pri promjeni vremenskih zona. Zbog svojih antioksidativnih svojstava razmatra se njegov
potencijal u lije¢enja karcinoma i neurodegenerativnih bolesti poput Alzheimera i Parkinsonove

bolesti (Schaffazick i sur., 2008.).

Melatonin se u manjim koli¢inama sintetizira 1 u mreznici oka. Kao jaki antioksidans
sudjeluje u hvatanju slobodnih radikala stvorenih u tkiva oka. Tim mehanizmom melatonin $titi

tkiva oka od poremecaja kao $to su glaukom, degeneracija makule, retinopatija i katarakta.

Sintetiziran lokalno u oku, melatonin sudjeluje u regulaciji intraokularnog tlaka (Wiechmann
I Wirsig-Wiechmann, 2001). Obje vrste melatoninskih receptora, MT1 i MT2, pronadene Su u
raznim dijelovima oka poput roZnice, bjeloo¢nice, krvnih Zila mreznice (Fujieda i sur., 1999;
Scher i sur, 2002, 2003; Savaskan i sur., 2002; Wiechmann i Rada, 2003; Rada i Wiechmann,
2006). Prisustvo melatoninskih receptora u Sarenici i unutarnjem epitelu cilijarnog tijela sugerira

povezanost izmedu cirkadijalnog poveéanja i smanjena intraokularnog tlaka.

Intraokularna hipertenzija i vaskularna insuficijencija opti¢kog zivca se smatraju glavnim
uzrocnicima razvoja glaukoma (Ritch, 2000). Glaukom se primarno lije¢io kontrolom
intraokularnoga tlaka. Zatim su se terapije pocele temeljiti na neuroprotektivnim agensima
(Chew and Ritch, 1997; Osborne et al., 1999; Weinreb and Levin, 1999), a melatonin se pokazao

jako dobrim kandidatom.

Izazovi pri primjeni melatonina

Zbog svojih povoljnih fizicko-kemijskih svojstava, melatonin se lako apsorbira preko razlic¢itih
sluznica, medutim njegova osjetljivost na oksidaciju predstavlja znacajan problem za postizanje
terapijskih doza. Melatonin se metabolizira pri prvom prolasku kroz jetru, pa je pozeljnija
njegova lokalna primjena. Melatonin je takoder fotoosjetljiv $to otezava razvoj zadovoljavajuceg
farmaceutskog oblika. Uc¢inkovita strategija za razvoj zadovoljavajuc¢eg farmaceutskog oblika je

uklapanje melatonina u terapijske nanosustave (Dreher i Maibach, 2010).



1.5. In vitro ispitivanja permeabilnosti lijeka kroz roznicu

Ispitivanje permeabilnosti lijeka preko barijera oka kritican korak za predvidanje njegove
bioraspolozivosti. Neklini¢cki modeli predvidanja bioraspolozivosti lijeka u oku uklju¢uju in vitro
I ex vivo ispitivanja permeabilnosti lijeka te in vivo ispitivanja farmakokinetike na animalnom
modelu. Ispitivanja na animalnom modelu predmet su Cestih kritika javnosti i1 znanstvene
zajednice zbog etickih i ekonomskih razloga. Stoga je nuzno potrebno razvijati in vitro i ex vivo
modele za ispitivanje permeabilnosti s ciljem predvidanja bioraspolozivosti lijeka u oku (Pepi¢ i
sur., 2014). U sredistu istrazivanja su in vitro i ex vivo modeli roznice. In vitro modeli
podrazumijevanju stani¢ne modele razliCite sloZenosti s obzirom na strukture roznice koje se
model oponasa in vitro. In vitro modeli su velikog kapaciteta s obzirom na broj ispitivanih
uzoraka u jedinici vremena (high-throughput models), a manje sigurnost predvidanja
bioraspolozivosti lijeka. Kao ex vivo model roznice koriste se roZznice animalnog porijekla. Ex
vivo modeli relativno su malog kapaciteta s obzirom na broj uzoraka koje je moguce ispitati u
odredenom vremenu, ali omogucuju dobro predvidanje intraokularne apsorpcije i

bioraspolozivosti lijeka (Pepic i sur., 2014).

Za uspotavu in vitro modela koriste se razlicite stani¢ne linije. Najopseznije karakterizirana
stani¢na linija, koja je ljudskog porijekla, u istrazivanjima pasivnog transcelularnog i
paracelularnog transporta, ekspresije transportera i metabolickim enzimima je imortalizirana
stani¢na linija epitela roznice (HCE-T), koju su razvili Araki-Sasaki i sur. (1995.) (Jureti¢ i sur.,
2017). Modeli zasnovani na HCE-T su dobro definirani i optimizirani za studije ispitivanja
permeabilnosti. Unato¢ tome objavljeno je u studijama da HCE-T modeli imaju odredene
prepreke koje ograniavaju njihovu rutinsku upotrebu u istrazivackim laboratorijima i
farmaceutskoj industriji kao S$to su varijabilnost fenotipa stani¢ne barijere 1 nedostatak
standardnog protokola kontrole kvalitete, a §to otezava interpretaciju 1 medusobno usporedivanje
rezultata permeabilnosti iz razli¢itih laboratorija (Jureti¢ i1 sur., 2017). lako postoje
standardizirani uvijeti uzgoja (npr. hranidbeni medij, uvjeti rasta, vrijeme nakon kojeg se stanice
izlazu zraku) kako bi se in vitro odrzao fenotip HCE-T stanica, zabiljezene su velike
varijabilnosti i nestabilna svojstva barijere ovisno o uvijetima uzgoja kulture (Jureti¢ i sur.,
2017). Stoga su potrebna daljnja istrazivanja te unaprijedenja in vitro modela kako bi se
razjasnili koji su klju¢ni faktori odgovorni za inter- i intralaboratorijske varijabilnosti in vitro

fenotipskih karakteristika HCE-T stani¢nih modela.



2. OBRAZLOZENJE TEME

Glaukom je bolest karakterizirana oSteenjem vidnog Zivca i jedan od vodecih uzroka
sljepoce. PoviSeni o¢ni tlak nastaje kao posljedica smanjenog oticanja o¢ne vodice i smatra se
jednim od glavnih ¢imbenika rizika u razvoju glaukoma. Iako postoje razliciti lijekovi koji se
koriste u lijjecenju glaukoma, predvida se da ¢e broj oboljelih od glaukoma znacajno porasti te
potencijalnih lijekova kandidata. Dobro se apsorbira preko roznice, medutim zbog brze i opseZzne
prekornealne eliminacije te posljedi¢nog kratkog farmakoloskog uc¢inka razmatra se njegovo
uklapanje u razliCite terapijske nanosustave. Terapijski nanosustav bi trebao (i) pokazati
zadovoljavaju¢e uklapanje melatonina, (ii) imati mukoadhezivna svojstva zbog cega ¢e se
produljeno zadrzavati na povrSini oka te (iii) osigurati produljeno oslobadanje melatonina. Time
bi se postiglo ocuvanje terapijske koncentracije melatonina odnosno njegovog farmakoloskog

ucinka kroz dulje vremensko razdoblje.

Cilj ovog diplomskog rada je uklopiti melatonin u lecitinsko-kitozanske nanocestice te
ispitati utjecaj uklapanja na permeabilnost melatonina koriStenjem in vitro modela epitela

roznice.

Specifi¢ni ciljevi rada su:

e Pripraviti lecitinsko-kitozanske nanocestice s uklopljenim melatoninom.

e Odrediti fizicko- kemijska svojstva pripravljenih nanocestica (veli¢inu i raspodjelu
veli¢ina te zeta potencijal nanoCestica, sadrzaj uklopljenog lijeka)

e Odrediti in vitro profil oslobadanja uklopljenog melatonina iz lecitinsko-kitozanskih
nanocestica.

e Uzgojiti in vitro model epitela roznice koji se temelji na HCE-T stani¢noj liniji.

e lspitati permeabilnost melatonina uklopljenog u lecitinsko-kitozanske nanocestice

koristenjem in vitro modela epitela roznice.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

U izradi ovog diplomskog rada koristen je kitozan klorid (Protasan UP CI 113, stupanj
deacetilacije 86 %, viskoznost 1 %-tne otopine 13 mPaxs, NovaMatrix, Norveska), lecitin S45
(Lipoid GmbH, Njemacka), melatonin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka). Ostale
kemikalije su nabavljene od proizvodaca Kemig (Hrvatska). Etanol (96 %) je koristen za
pripravu otopina lecitina. Otopina NaCl (10 mM) koriStena je za razrjedenje suspenzija
nanocestica pri mjerenju zeta potencijala. Acetatni pufer (pH 5.8) je pripremljen mijeSanjem
natrijeva acetata (0,2M) i octene kiseline (0,2M) u volumnom omjeru 86:14. HBSS pufer (pufer
balansiran Hankovim solima, engl. Hank's balanced salt solution) pH 6, pripravljen je otapanjem
bezvodnog kalcijevog klorida (CaCl, bezvodni; 140 mgL™), magnezijevog klorida
(MgCl2x6H20; 100 mgL™?), magnezijevog sulfata (MgSO4x7H,0; 100 mgL™?), kalijevog klorida
(KCI; 400 mgL™), kalijevog dihidrogenfosfata (KH2PO4; 60 mgL™), natrijevog bikarbonata
(NaHCOg; 350 mgL™), natrijevog klorida (NaCl; 8000 mgL™); dinatrijevog hidrogenfosfata
(NazHPO4 bezvodni; 48 mgL?), D-glukoze (1000 mgL?) i 4-(2-hidroksietil)-1-

piperazinetansulfonske kiseline (HEPES; 30 mM) u pro¢is¢enoj vodi.

3.2. METODE

3.2.1. Priprava nanocestica

U diplomskom radu pripavljene su lecitinsko-kitozanske (MCL) s uklopljenim melatoninom,
a kako bi se mogle detaljno okarakterizirati pripravljene su i lecitisko-kitozanske bez melatonina
(CL) te lecitinske nanocestice s uklopljenim melatoninom (ML) i lecitinske Cestice bez
melatonina (L). U tu svrhu, prvo se pripravi 1 %-tna otopina kitozana otapanjem 200 mg
kitozana u 2 mL prociséene vode. 0,25 mL 1 %-tne otopine zatim razrijedimo do 23 ml sa
procis¢enom vodom. Otopina lecitina se pripravi otapanjem i kratkim soniciranjem 500 mg
lectina u 2 mL etanola (koncentracija lecitina 250 mg/mL). 10 mg melatonina se otapi u 2 mL
etanolne otopine lecitina te tako dobijemo maseni omjer melatonina prema lecitinu 1:5.
Lecitinsko-kitozanske nanoCestice se pripravljaju injektiranjem 2 mL etanolne otopine lecitina i

melatonina iglom Hamilton® (unutarnji promjer 0,75 mm) u 23 ml razrijedene otopine kitozana
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pri intenzivnom mijeSanju na magnetskoj mijeSalici (900 okretaj/min). Neuklopljeni melatonin
se izdvaja iz suspenzije MCL i ML nanocestica metodom dijalize koja je opisana u poglavlju
3.2.2.

U pripremljenim nanodesticama koncentracija kitozana iznosi 100 pgmL™?, a maseni omjer
lecitin:kitozan iznosi 20:1. Za pripravu lecitinsko-kitozanskih nanocestica bez melatonina
postupak je jednak osim Sto se ne dodaje melatonin u etanolnu otopinu lecitina, a za pripravu

lecitinskih nanocestica izostavlja se kitozan iz formulacije.

3.2.2. Odredivanje uspjesnosti uklapanja melatonina

Uspjesnost uklapanja podrazumijeva postotak uklopljenog melatonina u pripravljenim
nanocCesticama u odnosu na ukupni lijek koriSten u pripravi. Odreduje se metodom dijalize koja
ujedno i odvaja neuklopljeni melatonin iz suspenzije nanocestica. 4 mL suspenzije nanocCestica je
stavljeno u dijalizacijsku vreéicu od celuloze acetata (Spectra/Por®, MW cut-off 12000-14000
Da, Medicell International Ltd, UK). Dijalizacijska vrecica sa suspenzijom se prenese u ¢asu
napunjenu sa 100 mL procis¢ene vode (receptorski medij). Za vrijeme neprekidnog mijesanja
(30 okretaja/min) uzima se po 2 mL uzorka iz receptorske faze u intervalnim vremenskim
razmacima, i razrijede se sa dodatnim 1 mL procis¢ene vode. Receptorsku fazu nakon svakog

uzorkovanja nadoknadujemo sa 2 mL prociS¢ene vode.

Koncentracija melatonina je odredena UV-Vis spektrofotometrijom pri maksimumu od A=278
nm (Cary 50, Varian Inc., SAD). Dijalizacija se prekida kada se u uzastopnim uzorcima
receptorske faze izmjere jednake apsorbancije, odnosno jednake koncentracije lijeka (nakon

otprilike 120 minuta).

Uspjesnost uklapanja (UU) melatonina se ra¢una prema sljedecoj jednadzbi:

[ukupni lijek] — [neuklopljeni lijek]
%) =
v o) [ukupni lijek] * 100

Sadrzaj melatonina (engl. drug loading, DL) u nanocesticama izracunat je prema jednadzbi:

ukupni lijek] — |nauklopljeni lijek
DL(%)=[ pni lijek] — [ ukloply j ]><100
masa nanoclestica
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Sadrzaj melatonina (Cwm) u suspenziji nanocestica izra¢unat je prema jednadzbi:

[ukupni lijek] — [nauklopljeni lijek]

C mL™1) = — —
m (g ) volumen suspenzije nanocestica

Dijalizirani uzorci nanocestica su koristeni u svim daljnjim ispitivanjima.

3.2.3. Odredivanje veli¢ine nanocestica

Veli¢ina nanocestica odredena je metodom fotonske korelacijske spektroskopije (engl.
photon correlation spectroscopy, PCS) koriStenjem uredaja Zetasizer 3000 HS (Malvern
Instruments, Malvern, UK). Metoda je prikladna za odredivanje veli¢ine Cestica u rasponu od 2
nm do 3 pum. Izvor zracenja je monokromatska koherentna laserska zraka (10mW He-Ne; A =
633 nm) koja obasjava uzorak i biljezi se intenzitet svjetlosti rasprSene na cesticama pod
odredenim kutom. Kut detekcije je 90°, a temperatura 25°C. Dispergirane ¢estice su u stalnom
pokretu (Brownovo gibanje) zbog ¢ega dolazi do fluktuiranja rasprSene svjetlosti u vremenu.
Valjanost rezultata ovisi o pokretljivosti nanocestica pa tako i o njihovoj koncentraciji u
suspenziji. Uzorak suspenzije nanocestica prije mjerenja razrijeden je sa proc¢is¢enom vodom 10
puta kako bi se izbjegnulo viSestruko rasprSivanje svjetlosti uzrokovano previsokom

koncentracijom nanocestica.

3.2.4. Odredivanje zeta-potencijala nanocestica

Fotonskom korelacijskom spektroskopijom odreden je 1 zeta-potencijal nanocestica
(Zetasizer 3000 HS). Na svojoj povrSini koloidne Cestice nose odredeni naboj, tako privlace
suprotne naboje iz otopine stvaraju¢i oko sebe sloj slabo pokretnih iona (Sternov sloj) 1 sloj
pokretnih iona iz otapala (difuzijski sloj). Takav elektriéni dvosloj odvojen je od ostatka
molekula otapala tzv. plohom smicanja. Potencijal na udaljenosti plohe smicanja je

elektrokineticki zeta-potencijal ({).

Mjerenja su provodena na 25°C, a uzorak se prije mjerenja razrijedi sa 10 mM otopinom NaCl.
Vrijednost zeta potencijala odreduje se indirektno mjerenjem elektroforetske pokretljivosti

nanocestica u otopini NaCl. U sustavu mjerenja upotrebljen je 10 mW He-Ne laser. Nabijene
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Cestice se gibaju u promjenjivom elektricnom polju 1 rasprSuju laserske zrake. Intenzitet
rasprSenog zraCenja se mijenja sa frekvencijom koju uvjetuje brzina gibanja Cestica. Detekcijom
fotona zracenja dobiva se spektar frekvencija iz kojeg se racuna elektroforetska pokretljivost

odnosno zeta-potencijal.

3.2.5. In vitro oslobadanje melatonina iz nanocestica

In vitro oslobadanje melatonina iz pripremljenih lecitinsko-kitozanskih (MCL) i lecitinskih
(ML) nanocestica provedeno je metodom dijalize u acetatnom puferu (pH 5,8). Volumen
suspenzije nanocestica koji sadrzi 250 pg melatonina stavljen je u dijalizacijsku vrec¢icu od
celuloze acetata (Spectra/Por ® ,MW cut-off 12000 - 14000 Da, Medicell International Ltd, UK).
Vrecica se zatim prenese u 30 mL acetatnog pufera (receptorski medij). Uz neprekidno mijeSanje
na magnetnoj mjeSalici (30 okretaja/min) iz receptorskog odjeljka se uzimaju uzorci od 1 mL
(prva 2 sata uzorak je uziman svakih 15 minuta, sljedeca tri sata svakih 30 minuta). Uzeti
volumen uzorka iz receptorskog odjeljka se nadoknadi sa acetatnim puferom, a sam uzorak (1
mL) razrijedi se s 2 mL acetatnog pufera. Koncentracija melatonina u uzorcima odredena je UV-

Vis spektrofotometrijom (A=278 nm; Cary 50, Varian Inc., SAD).

3.2.6. Uvjeti uzgoja HCE-T stanic¢ne linije

Za ugoj in vitro modela epitela roznice koriStena je HCE-T stani¢na linija (RIKEN Cell
bank, Japan). Radi se o imortaliziranim stanicama ljudskog epitela roznice. Stanice je izolirao i
karakterizirao Araki-Sasaki 1995. godine (Araki-Sasaki i sur., 1995).

Stanice su uzgajane u tikvicama za stani¢ni uzgoj (Falcon, SAD) u inkubatoru na 37°C,
relativnoj vlaznosti zraka od 90 % i sa 5 % CO.. Kao hranidbeni medij koristen je DMEM/F12
(Lonza, Svicarska) koji je sadrzavao 5 % fetalnog govedeg seruma (engl. fetal bovine serum,
FBS, Biosera, Francuska), humani inzulin (ugmL™?, Applichem, Njemacka), dimetilsulfoksid
(0,5 %, Applichem), epidermalni faktor rasta (EGF, 10 ngmL™, AppliChem), i antibiotike
penicilin (100 U/mL), streptomicin (100 pg/mL) te amfotericin B (0,25 pg/mL) (Lonza).
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Pri uzgoju, hranidbeni medij mijenjan je svaki drugi dan. Nakon postizanja konfluentnosti od 80-
90 %, stanice su se odvajale od podloge kratkim inkubiranjem sa 0,25 % (m/V) otopinom enzima

tripsina (Lonza).

3.2.7. In vitro model epitela roZnice

Za uzgoj in vitro modela epitela roznice koriSten je Transwell® sustav § 12 umetaka s
polikarbonathom membranom sa porama veli¢ine 3,0 um (Corning, SAD). Prije nasadivanja
stanica membrana se oblaze kolagenom tipa | repa Stakora i fibronektinom (Sigma). Prvo se
dodaje 150 uL otopine kolagena koncentracije 1,5 mgmL™, inkubira se 5 sati pri 37°C, uklanja
visak otopine i preko noci ostavi susiti u kabinetu za rad sa stani¢énim kulturama. Nakon tog se
dodaje fibronektin koncentracije 10 pgmL™, inkubira 20 minuta pri 37°C, otklanja se suvisak

otopine i susi 20 minuta.

Suspendirane HCE-T stanice nasaduju se na polikarbonatnu membranu (500 puL odnosno 100000
stanica, donorski odjeljak). U receptorski odjeljak Transwell sustava dodaje se 1,5 mL
hranidbenog medija te se stanice uzgajaju se 7 dana uz mijenjanje medija svaki drugi dan.
Tijekom 7 dana mjeri se transepitelni elektriéni otpor (TEER) te nakon naglog porasta TEER
vrijednosti, a $to je indikator postizanja konfluentnosti, stanice se izlazu zraku. Ispod Transwell
umetaka stavlja se metalna ploca te se time volumen donorskog odjeljka povecava sa 1,5 na 2
mL. Izlaganjem stanica zraku potic¢e se stani¢na diferencijacija i omogucava stvaranje modela
viSeslojnog epitela. U naredna tri dana stanicama se svaki dan mijenja hranidbeni medij u

receptorskom odjeljku. Nakon tog in vitro model spreman je za ispitivanje permeabilnosti.

Transwell umetak

Donorski odjeljak

l,'l fan l;ljl T l_n'-‘ Polikarbonatna membrana

B Receptorski odjeljak

Slika 7. A) Transwell® sustav s 12 umetaka; B) Shematski prikaz Transwell® umetka sa

monoslojem stanica (preuzeto https://www.corning.com).
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3.2.8. Odredivanje transepitelnog elektricnog otpora

Transepitelni elektri¢ni otpor (engl. transepithelial electric resistance; TEER) nam sluzi kao
procjena barijerne funkcije tijekom uzgoja epitelnog modela stanica. Procjenjujemo da li uzgojen
model epitela zadovoljava kriterije integriteta za ispitivanje permeabilnosti, a takoder se mjeri i
tijekom samog ispitivanja permeabilnosti pri ¢emu ukazuje na otvaranje paracelularnih pora i/ili
na oStecenja epitela tijekom ispitivanja. Mjerenje se provodi elektrodom (STX, World Precision
Instruments, SAD), a vrijednost otpora se ocita na voltmetru (EVOM, WPI, SAD).

Otpor se voltmetrom na svakom Transwell® umetku mjeri tri puta i ra¢una se srednja vrijednost

koja se mnozi sa povr$inom same barijere (A= 1,12 cm?) kako bi se dobio TEER (Qcm?).

3.2.9. Ispitivanje permeabilnosti in vitro

Utjecaj uklapanja melatonina u lecitinsko-kitozanske nanocestice (MCL) ispitan je
kori$tenjem in vitro modela epitela roZznice. U eksperimentu koristene su lecitinske nanocestice s
melatoninom te otopina melatonina. Kao pufer tijekom ispitivanja koristen je HBSS pufer pH 6,0

kako bi se osigurao pozitivni zeta-potencijal lecitinsko-kitozanskih nanocestica.

Prije provodenja eksperimenta, stani¢ni model se ispire PBS-om te se dodaje 500 L. HBSS-a u
donorski odjeljak i 1,5 mL u receptorski odjeljak. Nakon inkubiranja od 30 minuta pri 37°C
izmjeren je TEER te je model spreman za ispitivanje permeabilnosti. Zatim se iz donorskog
odjeljka uklanja HBSS pufer i nanosi se 400 uL uzorka suspenzije nanocestica odnosno otopine
melatonina u HBSS-u. Koncentracija melatonina u suspenziji nanocestica i otopini melatonina

pri ispitivanju je iznosila 50 pmolL. Ispitivanje je provedeno u trajanju od 120 minuta

Uzorci (400 pL) su se uzimali iz receptorskog odjeljaka svakih 15 minuta prvih sat vremena i
svakih 20 minuta drugih sat vremena, uz nadomjestanje sa 400 pL. HBSS pufera. Takoder je
odredivan i TEER za vrijeme uzimanja uzoraka, 2 sata nakon zadnjeg uzorkovanja i sljede¢i dan.

Uzorci su analizirani tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti.
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3.2.10. Analiza HPLC metodom

Za kvantitativno odredivanje melatonina koristena je tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti (engl. high performance liquid chromatography, HPLC). KoriSten je sustav
Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) s DAD detektorom (224 nm).
Koristena je kolona Kinetex C18, dimenzija 50 x 4,6 mm, veli¢ina Cestice 5 um (Phenomenex,
SAD) s filterom (KrudKatcher Ultra HPLC, 0,5 um, 0,004 in, Phenomenex) pri 30°C. Kao
mobilna faza koriStena je mjeSavina proc¢is¢ene vode i acetonitrila u volumnom omjeru 52:48.
Brzina protoka mobilne faze iznosila je 1 mLmin™. Volumen injektiranja iznosio je 10 pl.
Primijenjena je izokratna eluacija, a vrijeme analize pojedinog uzorka iznosilo je oko 2 minute.

Retencijsko vrijeme melatonina iznosilo je 0,6 minuta.

3.2.11. Izracunavanje prividnog koeficijenta permabilnosti

Koriste¢i rezultate HPLC analize, izraCunata je koncentracija melatonina u donorskom i
receptorskom odjeljku te ukupna masa permeiranog lijeka u receptorskom odjeljku. Masa
permeiranog melatonina dobivena je mnozenjem koncentracije permeiranog melatonina sa
volumenom receptorskog odjeljka (1,5 mL). Masa uzorkovanog melatonina dobivena je
mnozenjem koncetracije permeiranog melatonina sa uzorkovanim volumenom (0,4 mL). Ukupna
masa melatonina u odredenom vremenu, odnosno korigirana masa (Q), dobivena je zbrajanjem
mase u receptorskom odjeljku u tom vremenu i svih ostalih, do tada uzorkovanih, masa
melatonina. Napravljen je graf ovisnosti omjera mase permeiranog melatonina i difuzijske

povrsine (A) o vremenu. Fluks (J, ug/cm?s) je nagib linearnog dijela krivulje:

_ 4o
]_dtxA

Fluks je definiran kao masa melatonina koji permeaira preko odredene povrSine u danom

vremenu.

Prema sljedecoj jednadzbi izracunat je prividni koeficijent permeabilnosti (Papp) (CM/S):

J
Fapp = Co X 60
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pri ¢emu je J (ug/cm?min) fluks u ravnoteZznom stanju, Co (ugmL™) je podetna koncentracija
melatonina u donorskom odjeljku, a 60 je faktor konverzije minuta u sekunde (Hahne i sur.,
2012).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Fizi€ko-kemijska karakterizacija lecitinsko-kitozanskih nanocestica s
uklopljenim melatoninom

Lecitinsko-kitozanske nanocestice S ukopljenim melatoninom pripravljenje su injektiranjem
etanolne otopine lecitina i melatonina u vodenu otopinu kitozana (Hafner i sur., 2009).
Nanocestice formiraju se uslijed ionske interakcije izmedu negativho nabijenog lecitina i
pozitivno nabijenog kitozana. Ta metoda priprave nanoCestica jednostavnostavna je i
reproducibilna. Sirovine koriStene za pripravu lecitinsko-kitozanskih nanocestica prirodne su,
biokompatibilne i biorazgradljive. Maseni omjer lecitina i kitozana iznosio je 20:1, a maseni
omjer melatonina i lecitina 1:5. Radi usporedbe pripravljene su i lecitinske nanocestice S

uklopljenim melatoninom, te takoder prazne lecitinsko-kitozanske i lecitinske nanocestice.

U ovom radu koristen je lecitin Lipoid S45 koji sadrzi fosfatidilkolin (54,9 %),
fosfatidiletanolamin (16,9 %), lizofosfatidilkolin (1,0 %) te masne kiseline (¢iji je sadrzaj izrazen
u postotku u odnosu na ukupnu koli¢inu masnih kiselina: palmitinska (18 %), stearinska (3 %),
oleinska (10 %), linoleinska (60 %), linolenska (5 %)) te manji sadrzaj triglicerida i DL-R-
tokoferola (0,8 %). Koristen je kitozan klorid stupnja deacetilacije 86 %. Sve suspenzije

nanocestica podvrgnute su dijalizi s ciljem uklanjanja neuklopljenog melatonina.

Rezulati odredivanja veli¢ine, indeksa polidisperznosti (engl. polydispersity index, PDI) i zeta-
potencijala pripravljenih nanocestica prikazani su u tablici 1. Lecitinsko-kitozanske nanocestice
karakterizira znacajno veci srednji promjer u usporedbi s lecitinskim nanocesticama. Takav
rezultat je i oekivan zbog uvodenja kitozana u sustav te ionske interakcije izmedu negativno
nabijenog lecitina i pozitivno nabijenih amino skupina kitozana (Hafner i sur., 2009). Uklapanje
melatonina nije uzrokovalo znacajniju promjenu veli¢ine nanocestica $to je takoder u skladu sa
literaturnim podatcima (Hafner i sur., 2009, 2011). Indeks polidisperznosti je vrijednost koja
opisuje raspodjelu veli¢ina nanocCestica u suspenziji. Kre¢e se od 0 za monodisperzni sustav
(Cestice podjednake veli¢ine) do 1 za potpuno heterodisperzni sustav (sustav sa Cesticama
razli¢itih veli¢ina). Pripravljene suspenzije nanocestica karakterizirane su relativno Sirokom
raspodjelom veli¢ina Cestica. Vrijednosti indeks polidisperznosti krecu od 0,210 do 0,453
(Tablica 1.) Posebno visok PDI imaju lecitinske nanocestice bez melatonina, a lecitinsko-

kitozanske s uklopljenim melatoninom imaju najnizi PDI. To dovodi do zakljucka da
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elektrostatska interackija lecitina i kitozana pogoduje nastanku nanocestice uze raspodjele
veli¢ina. Medutim, 1 lecitinsko-kitozanske nanocestice karakterizira poprilicno visok PDI. Taj
rezultat takoder je ocekivan zbog velike polidisperznosti (molekulskih masa) prirodnog polimera
kitozana (Hafner i sur., 2009).

Dodatak kitozana u formulaciju doveo je do ocekivane promjene zeta-potencijala od izrazito
negativnih vrijednosti za lecitinske nanocestice do pozitivnih vrijednosti za lecitinsko-kitozanske

nanocestice. Uklapanje melatonina u sustav nije imalo utjecaja na zeta-potencijal nanocCestica.

Tablica 1. Velicina, indeks polidisperznosti (PDI) i zeta potencijal lecitinsko-kitozanskih

nanocestica s uklopljenim melatoninom te kontrolnih nanocestica.

Uzorak Veli¢ina (nm) PDI Zeta potencijal (mV)
ML 68,6 0,2 0,397 £ 0,002 -42+42
L 69,9+0/4 0,453 +£ 0,009 -430+x7,4
MCL 250,4 + 4.8 0,210 + 0,009 21,1+04
CL 241,8+0.8 0,260 + 0,015 20,9+ 1,8

Prikazane su srednje vrijednosti = SD; MCL — lecitinsko-kitoznaske nanocestice s melatoninom; CL — lecitinsko-
kitozanske nanocestice; ML - lecitinske nanoCestice s melatoninom; L - lecitinske nanocestice.

4.3. Uspjesnost uklapanja melatonina u nanocestice

Uspjesnost uklapanja melatonina se odredivala metodom dijalize, metodom kojom se ujedno i
slobodni (neuklopljeni) melatonin izdvajao iz suspenzije nanocCestica. UspjeSnost uklapanja
odnosi se na sadrzaj melatonina koji se uspio uklopiti u nanocestice, a izrazava se kao postotak
spram ukupne koli¢ine melatonina koriStene u pripravi nanocestica. Sadrzaj uklopljenog lijeka je
maseni udio uklopljenog melatonina spram mase nanocestica. Koncentracija melatonina je
izrazena kao koli¢ina (masa) uklopljenog melatonina u odredenom volumenu suspenzije

nanocestica.
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Tablica 2. Uspjesnost uklapanja i sadrzaj melatonina u pripravljenim nanocesticama

UU (%) DL (%) Cwm (ug ml?)
MCL 275+0,4 5,5+0,07 1219+1,7
ML 22,6+0,8 4,1+0,01 86,5 = 1,4

UU, uspjesnost uklapanja; DL, sadrzaj lijeka u nanodesticama; Cw, sadrZaj lijeka u volumenu suspenzije nanodéestica
Pri izradi nanocestica postignuta je zadovoljavaju¢a uspjeSnost uklapanja melatonina u

nanocCestice. UspjeSnost uklapanja bila je veca za lecitinsko-kitozanske nanocestice, a $to je u
skladu sa literaturnim navodima (Hafner i sur., 2009). Postignut je i relativno velik sadrzaj lijeka

te time i koncentracija melatonina u suspenziji nanocestica.

4.4. In vitro oslobadanje melatonina iz nanocestica

In vitro oslobadanje melatonina iz nanocestica ispitivano je metodom dijalize u acetatnom
puferu (pH 5,8) u uvjetima osigurane topljivosti. Acetatni pufer je prikladan medij za melatonin
buduc¢i da mu osigurava dobru topljivost i stabilnost. Metoda dijalize se smatra jednom od
najprikladnijih metoda za ispitivanje profila oslobadanja lijeka iz nanosustava (Modi i Anderson,
2013; Zambito i sur., 2012). Cilj ovog ispitivanja bio je utvrditi kako dodatak kitozana u sustav
utjee na brzinu oslobadanja melatonina iz nanosustava. Ovim ispitivanjem, medutim, ne
mozemo predvidjeti ponasanje nanosustava in vivo. Za postizanje tog cilja potrebno je koristiti

biorelevantnu metodu kojom se oponasaju uvjeti na povrsini oka in vivo.

Pri ispitivanim uvjetima, lecitinsko-kitozanske i lecitinske nanocestice karakterizira produljeno
oslobadanje melatonina. Profil oslobadanja melatonina iz lecitinsko-kitozanskih i lecitinskih
nanocestica prikazani su na Slici 5. Dodatak kitozana u sustav dovodi do smanjenja brzina
oslobadanja melatonina iz nanosustava (tsos Vrijednosti za lecitinsko-kitozanske nanocestice
iznosi 1,75 h, a za lecitinske nanocestice 0,75 h), Sto je u skladu sa zapazanjima u literaturni
(Hafner i sur., 2009).

Nedostatak dijalize kao metode za ispitivanje in vitro oslobadanja jest $to lijek mora nakon
oslobadanja iz nanocestica difundirati kroz dijalizacijsku vreéicu u receptorsku fazu. Stoga je
porast koncentracije lijeka u receptorskoj fazi posljedica dvaju procesa: oslobadanja lijeka iz
samih nanocCestica unutar dijalizacijske vrecice te difuzije lijeka kroz membranu dijalizacijske

vrecice. 1z tog razloga potrebno je ispitati difuziju lijeka iz otopine kroz membranu dijalizacijske
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vrecice. Difuzija melatonina kroz dijalizacijsku membranu u slu¢aju vodene otopine melatonina
je znacajno brza (tso% 0,25 h; Blazevi¢ 1 Mileki¢, 2015) nego u slucaju ispitivanih nanocestica, te
se moze zakljuCiti da je profil oslobadanja melatonina, u sluaju nanocestica, odreden

oslobadanjem melatonina iz nanocestica, a ne difuzijom kroz dijalizacijsku membranu.

100+

Q (%)

t (h)

Slika 7. Profil oslobadanja melatonina iz lecitinsko-kitozanskih (e) i lecitinskih nanocestica (m).
Ispitivanje je provedeno metodom dijalize uz acetatni pufer (pH 5,8) kao receptorski medij.

Prikazane su srednje vrijednosti kumulativnog udjela oslobodenog melatonina (Q) = SD (n = 3).

4.5. Ispitivanje permeabilnosti melatonina na in vitro modelu epitela roZnice

Osnovni cilj ovog rada bio je utvrditi kako uklapanje melatonina u lecitinsko-kitozanske
nanocCestice utjeCe na permeaciju melatonina preko roznice. Slobodan melatonin dobro permeira
preko roznice. U sluéaju uklapanja lijeka u nanostustav koji sam ne prelazi barijeru roznice, lijek

se prvo mora osloboditi iz nanosustava te tek slobodan lijek moze permeirati kroz roznice.

TEER je indikator integriteta epitela te njegova promjena tijekom ispitivanja permeabilnosti
moze ukazivati na toksi¢ni u¢inak nanosustava. Medutim, promjena vrijednosti TEER-a tijekom
ispitivanja moze biti i posljedica otvaranja ¢vrstih veza medu epitelnim stanicama. Kitozan ulazi
u interakciju sa Cvrstim vezama i uzrokuje njihovo otvaranje. Taj ucinak je reverzibilan te
uklanjanjem kitozana dolazi do porasta vrijednosti TEER-a (Hafner i sur., 2009). Stoga je TEER

mjeren tijekom ispitivanja permeabilnosti, ali i sljede¢i dan kako bi se utvrdilo jesu li uocene
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promjene reverzibilne. Na slikama 8, 9 i 10 prikazan je TEER u ovisnosti 0 vremenu pri
ispitivanja permebilnosti melatonina iz otopine melatonina, lecitinsko-kitozanskih te lecitinskih

nanocestica tijekom 2 sata ispitivanje permeabilnosti te sljedeci dan.

Opazen je nagli pad TEER vrijednosti tijekom dvosatnog ispitivanja permeabilnosti bez obrzira
na uzorak kojem je bio izlozen in vitro model epitela roznice. To upucuje na osjetljivost ovog
modela izlaganju tekucini nakon §to je bio izlozen zraku. Medutim, uklanjanjem uzoraka s

povrsine modela te ponovnim izlaganjem zraku dolazi do porasta TEER vrijednosti.

1400
1200

1000

800

600 | &

400 | 7 —0

\Q//’

TEER Qcm?2

200

0
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

Vrijeme/ sati

—0— M1 M2 M3

Slika 8. Ovisnost TEER vrijednosti in vitro modela epitela roznice 0 vremenu pri ispitivanju

permeabilnosti melatonina iz otopine.
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Slika 9. Ovisnost TEER vrijednosti in vitro modela epitela roznice 0 vremenu pri ispitivanju

permeabilnosti melatonina uklopljenog u lecitinsko-kitozanske nanocestice.
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Slika 10. Ovisnost TEER vrijednosti in vitro modela epitela roznice 0 vremenu pri ispitivanju

permeabilnosti melatonina uklopljenog u lecitinske nanocestice.

S ciljem odredivanje prividnog koeficijenta permeacije (Papp) melatonina in vitro model epitela
roznice izlozen je lecitinsko-kitozanskim 1 lecitinskim nanocesticama s uklopljenim
melatoninom te otopini metalonina. U svim uzorcima koncentracija melatonina iznosila je
50 ugmL™?. Svaki uzorak ispitan je u triplikatu, a koncentracija melatonina u receptorskom
odjeljku tijekom vremena odredena je HPLC metodom. Nakon tog izracunata je masa
permeiranog melatonina u odredenom vremenu te je grafi¢ki prikazana ovisnost omjera mase
permeiranog lijeka i difuzijske povrsine o vremenu (slike 11-19). Iz jednadzbe pravca odreden je
fluks (J) u ravnoteznom stanju (jednak nagibu pravca). Iz fluksa je zatim izracunat prividni

koeficijent permeabilnosti melatonina (Papp).
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Slika 11. Ovisnost omjera mase permeiranog melatonina i difuzijske povrsine o vremenu za prvi
uzorak otopine melatonina (koncentracija 50 pgmL™). Prividni koeficijent permeabilnosti (Papp)

melatonina iznosi 1.16 x 10 ° cm/s.
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Slika 12. Ovisnost omjera mase permeiranog melatonina i difuzijske povrsine o vremenu za
drugi uzorak otopine melatonina (koncentracija 50 pgmL™). Prividni koeficijent permeabilnosti

Papp) Melatonina iznosi 1,28 x 10 = cm/s.
(Papp
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Slika 13. Ovisnost omjera mase permeiranog melatonina i difuzijske povrsine o vremenu za treci
uzorak otopine melatonina (koncentracija 50 ugmL™). Prividni koeficijent permeabilnosti (Papp)

melatonina iznosi 1,47 x 10 cm/s.
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Slika 14. Ovisnost omjera mase permeiranog melatonina i difuzijske povrsine o vremenu za prvi
uzorak suspenzije lecitinsko-kitozanskih nanodestica (koncentracija melatonina 50 pgmL™).

Prividni koeficijent permeabilnosti (Papp) melatonina iznosi 5, 7 x 10 cm/s.
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Slika 15. Ovisnost omjera mase permeiranog melatonina i difuzijske povrSine o vremenu za
drugi uzorak suspenzije lecitinsko-kitozanskih nanocestica (koncentracija melatonina
50  ugmL?).  Prividni  Kkoeficijent  permeabilnosti ~ (Papp)  melatonina  iznosi
6,36 x 10 cm/s.
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Slika 16. Ovisnost omjera mase permeiranog melatonina i difuzijske povrSine o vremenu za tre¢i
uzorak suspenzije lecitinsko-kitozanskih nanodestica (koncentracija melatonina 50 pugmL™).

Prividni koeficijent permeabilnosti (Papp) melatonina iznosi 5,66 x 10 cm/s.
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Slika 17. Ovisnost omjera mase permeiranog melatonina i difuzijske povrsine o vremenu za prvi
uzorak suspenzije lecitinskih nanocdestica (koncentracija melatonina 50 pgmL™). Prividni

koeficijent permeabilnosti (Papp) melatonina iznosi 8,56 x 10 cm/s.
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Slika 18. Ovisnost omjera mase permeiranog melatonina i difuzijske povr§ine o vremenu za
drugi uzorak suspenzije lecitinskih nanodestica (koncentracija melatonina 50 pgmL™).Prividni

koeficijent permeabilnosti (Papp) melatonina iznosi 7,47 x 10 cm/s.
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Slika 19. Ovisnost omjera mase permeiranog melatonina i difuzijske povr$ine o vremenu za treci
uzorak suspenzije lecitinskih nanoCestica (koncentracija melatonina 50 pgmL™). Prividni

koeficijent permeabilnosti (Papp) melatonina iznosi 9,22 x 10 cmy/s.

UZORAK | P,,,;, (x 10° cm/s) + SD

M1 13.02 £ 0.08
MCL 591+ 0.19
ML 8.42+0.42

Tablica 3 Payp — prividni koeficijent permeabilnosti; SD — standardna devijacija

U tablici 3. prikazani su prividni koeficijenti permeabilnosti i standardna devijacija za
lecitinsko-kitozanske i lecitinske nanocestice i melatonin. Rezultati pokazuju da se uklapanjem
melatonina u lecitinske i lecitinsko-kitozanske nanocestice znacajno Smanjuje prividni
koeficijent permeabilnosti u usporedbi sa otopinom melatonina. Prisutstvo kitozana  je
takoder utjecalo na smanjenje Papp. Prema tome lecitinsko-kitozanske nanocestice imaju manju
permeabinost melatonina od lecitinskih nanocestica, $to je u skladu sa literaturnim podatcima (A.
Hafner i sur., 2009.). Treba imati na umu da lecitinsko-kitozanske nanocestice su dizajnirane na

natin da se prianjaju na mucinski sloj na povrSini roznice omogucavajuc¢i tako produljeno
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oslobadanje melatonina, §to bi u konacnom farmakoterapijskom ucinku nadoknadilo smanjenu

permeabilnost i smanjeno in vitro oslobadanje melatonina iz nanocestica.
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5. ZAKLJUCCI

e Uspjesno su pripravljene lecitinsko-kitozanske nanocestice s uklopljenim melatoninom te
kontrolne lecitinske nanocestice s uklopljenim melatoninom. Fizicko-kemijska svojstva
pripravljenih nanocestica (veli¢ina, polidisperznost i zeta-potencijala nanocestica)
odgovarali su podacima u literaturi.

e Uklapanje melatonina nije utjecao na veli¢inu niti zeta potencijal nanocestica.

e Uspjesnost uklapanja bila je veca za lecitinsko-kitozanske nanocestice, a §to je u skladu
sa literaturnim navodima.

e Odreden je in vitro profil oslobadanja uklopljenog melatonina za lecitinsko-kitozanske i
lecitinske nanocestice. Primjec¢eno je da se melatonin sporije oslobada iz lecitinsko-
kitozanskih nanocestica.

e Uspjesno je uzgojen in vitro model epitela roZnice (stani¢na linija HCE-T) za ispitivanje
permeabilnosti.

e Odredeni su prividni koeficijenti permeabilnosti melatonina za lecitinsko-kitozanske
nanocestice, lecitinske nanocCestice i otopinu melatonina.

e Brzina oslobadanja melatonina korelira sa brzinom permeacije melatonina preko in vitro

model epitela roznice.
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7. SAZETAK

Topikalna primjena lijekova na oko je preferirani put primjene lijekova pri lije¢enju bolesti oka.
Pod pojmom konvencionalnih oftalmickih lijekova podrazumijevamo otopine i suspenzije lijeka
koje se primjenjuju na povrSinu oka u obliku kapi za oko. Takovi farmaceutski oblici lijeka
relativno brzo se uklanjaju s povrSine oka te je potrebno njihovo ucestalo doziranje za postizanje
farmakoloskog uc¢inka. To ima negativan ucinak na adherenciju pacijenta. Terapijski nanosustavi
predstavljaju jedno od inovativnih rjeSenja koja mogu dovesti do povecanja bioraspoloZivosti

topikalno primijenjenog oftalmickog lijeka.

Glaukom je bolest karakterizirana oste¢enjem vidnog zivca i jedan od vodecih uzroka sljepoce.
Poviseni o¢ni tlak smatra se jednim od glavnih ¢imbenika rizika u razvoju glaukoma. Melatonin
se istaknuo kao jedan od potencijalnih lijekova za uspijes$no lije¢enje povecanog ocnog tlaka i

sprije¢avanja razvoja glaukoma .

U ovom radu pripravljene su lecitinsko-kitozanske nanocestice s uklopljenim melatoninom,
zadovoljavajuc¢ih fizicko-kemijskih svojstava. Kationski polimer Kkitozan osigurava pozitivni
povrsinski naboj nanocCestica Cime se potencijalno omoguéava njihova interakcija s
vodenomucinskim slojem suznog filma te produljuje vrijeme zadrzavanja oftalmicke formulacije
na povrSini oka. Pri ispitivanim uvjetima, lecitinsko-kitozanske nanocestice karakterizira
produljeno oslobadanje melatonina. Permebilnost melatonina odredena je koristenjem in vitro
modela epitela roznice temeljenog na HCE-T stani¢noj liniji. Brzina oslobadanja melatonina

korelira sa brzinom permeacije melatonina preko in vitro model epitela roznice.
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8. SUMMARY

Topical administration of ophthalmic drugs is the preferred route of administration of drugs in
the treatment of ocular diseases. The term conventional ophthalmic drugs is referred to drug
solutions and suspensions that are applied to the eye surface in the form of eye drops. Such
pharmaceutical dosage forms are removed relatively quickly from the eye surface, and their
frequent dosing is required to achieve a pharmacological effect. This has a negative effect on
patient adherence. Drug delivery nanosystems represent one of the innovative solutions that can

increase the bioavailability of a topically applied ophthalmic drug.

Glaucoma is a disease characterized by damage to the optic nerve and one of the leading causes
of blindness. Elevated eye pressure is considered one of the major risk factors for glaucoma
development. Melatonin has emerged as one of the potential drugs for successfully treating

increased eye pressure and preventing glaucoma development.

In this work, melatonin-loaded lecithin-chitosan nanoparticles were prepared with satisfactory
physicochemical properties. Incorporation of chitosan in the system povides nanoparticles with
positive charged surface. This enables potential interation of nanoparticles with the mucoaqueous

layer of the tear film and increase of retention time of the ophthalmic formulation on eye surface.

Nanoparticles were characterised by prolonged melatonin release. Melatonin permeability was
investigated using in vitro HCE-T corneal epithelial model. A correlation between melatonin in

vitro release from nanoparticles and permeation rate was observed.
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