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1. UvVOD
1.1 Melatonin
1.1.1 Opce znacajke

Melatonin (N-acetil-5-metoksitriptamin) je hormon koji se sintetizira primarno u epifizi, ali i
u retini, gastrointestinalnom traktu, koStanoj srzi, leukocitima, limfocitima, kozi... Luci se u
cirkadijalnom ritmu pri ¢emu se najveca koncentracija u plazmi postize izmedu 3.00 i 4.00
sata nakon pono¢i. Cirkadijalni ritam je reguliran intenzitetom svjetlosti koja se prenosi
putem retine do suprahijazmatske jezgre hipotalamusa koji omogucéuje sintezu melatonina i

aktivaciju beta adrenergi¢nih receptora (Berardis i sur.,2013).

Melatonin
_# (N-acetyl 5 methoxytryptamine)

Retinchypothalamic
Tract

Suprachiasmatic Nucleus \
(the “biologic clock”) \\\\
\ \

\

o«

Superior Cervical
Ganglion

Slika 1. Fiziologija sekrecije melatonina djelovanjem svjetlo/mrak podrazaja iz okoline.

(Cutando i sur., 2007)

Pinealociti uzimaju slobodni triptofan iz krvi te ga hidroksiliraju i dekarboksiliraju do
serotonina djelovanjem enzima triptofan-5-hidroksilaza i 5-hidroksitriptofan dekarboksilaza.
Preko noc¢i serotonin se konvertira do N-acetilserotonina te metilira do melatonina
posredstvom N-acetiltransferaze i hidroksiindol-O-metiltransferaze (Slika 2.). Melatonin
ispoljava svoje djelovanje vezanjem na membranske (MT1 i MT2) i nuklearne (RZR/ROR)

receptore. MT1 receptori prisutni su u vecini organa (mozak, bubrezi, kardiovaskularni
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sustav, pankreas, slezena..) te omogucéavaju djelovanje melatonina u cijelom tijelu
(Slominski i sur., 2012). Poznato je kako se 70% melatonina veze za albumin u plazmi dok
se slobodni melatonin izluc¢uje slinom u usnu Supljinu u pribliznom udjelu 24% do 33%.
Takoder, zbog velike lipofilnosti, slobodni melatonin lako difundira u sve stanice i
medustani¢ne odjeljke. Posebno je velika koncentracija melatonina u mitohondrijima gdje

ima vaznu ulogu zastite od oksidativnog stresa (Martin i sur., 2000).
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Slika 2. Sinteza melatonina u pinealocitima. (Cutando i sur., 2007)
1.1.2 Zastitna uloga i terapijski potencijal

Primarna uloga melatonina u organizmu je regulacija cirkadijanog ritma. Nadalje, znac¢ajan je
I njegov antioksidativni potencijal te vezanje i neutralizacija slobodnih radikala. Indolamin
donira elektron radikalu eliminiraju¢i njegovu reaktivnost, pri ¢emu on sam postaje kation
radikal. Melatonin-radikal reagira sa jo$ jednim radikalom pri ¢emu nastaje netoksi¢ni

ciklicki  3-hidroksimelatonin. Takoder, ispoljava indirektni antioksidativni ucinak



djelovanjem na produkciju radikala NO. Inhibira ekspresiju i aktivnost mtNOS, enzima
bitnog za sintezu NO (Aydogan i sur., 2006). Njegov antioksidativni potencijal zna¢ajan je
kod mnogih bolesti gdje je nastajanje slobodnih radikala dio patologije bolesti. Melatonin je
pokazao pozitivne efekte kao dodatak terapiji ili samostalna terapija za lijeenje
Parkinsonove bolesti, epilepsije, Alzheimerove bolesti, infektivnih i upalnih poremecaja, te

psihijatrijskih poremecaja (depresija, shizofrenija, bipolarni poremecaj).

Melatonin djeluje imunomodulatorno tako $to promovira produkciju interleukina 2 i
interferona gama Sto posljedi¢no uzrokuje stimulaciju CD4+ limfocita (Garcia-Maurino i
sur., 1997). Djelovanjem melatonina na imunoloski sustav otvara se potencijal u terapiji

nekih vrsta karcinoma (pluca, bubrezi, crijeva, zeludac, prostata).

Melatonin djeluje i kao promotor rasta kostiju poticuc¢i diferencijaciju osteoblasta i
inhibirajuci resorpciju osteoklastima. Stimulira sintezu kolagenskih vlakana u osteoblastima
te djeluje na ekspresiju sijaloproteina, alkalne fosfataze, osteopontina, osteokalcina- vaznih
proteinskih markera u kostima, pri ¢emu smanjuje diferencijaciju osteoblasta sa 21 dana na
12 dana. Zbog svoje antioksidativne uloge, melatonin neutralizira slobodne radikale koji su
nuzni za djelovanje osteoklasta i resorpciju kostiju (Nakade i sur., 1999). Melatonin
povecava masu kostiju te se istrazuje potencijalna primjena u terapiji osteoporoze i prilikom

ugradnje implantanata.
1.1.3 Primjena melatonina u usnoj Supljini

Melatonin ispoljava brojna djelovanja u usnoj Supljini. Slika 3. prikazuje terapeutski
potencijal koji melatonin moZe ostvariti. Najznafajnija je njegova uloga u terapiji
periodontitisa, bolesti koja zahvacéa 40% do 90% populacije (Pihlstorm i sur., 2005).
Periodontitis nastaje kao posljedica disbalansa oralnog mikrobioma, akumulacije bakterija u
usnoj Supljini 1 prevelike proizvodnje ROS S§to uzrokuje upalu, povlaenje zubnog mesa te
gubitak zuba. Melatonin smanjuje ekspresiju proupalnih faktora kao C-reaktivni protein,
interleukin-6 1 TNF alfa, ali i smanjuje aktivnost receptora koji djeluju na nuklearni faktor

kappa-B/osteoprotegrin (Cutando i sur., 2015).
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Slika 3. Terapeutski potencijal melatonina u oralnoj medicini i usnoj supljini. (prilagodeno

prema Najeeb i sur., 2016)

Melatonin se pokazao ucinkovitim u izgradnji i mineralizaciji zuba nakon ugradnje
implantanta kod pasa u kombinaciji sa faktorom rasta (Cutando i sur., 2008). Ispituje se i
primjena melatonina u kombinaciji sa zubnim materijalom (metakrilat) pri ¢emu se smanjuju
citotoksi¢ni i genotoksi¢ni ucinci uzrokovani metakrilatom (Blasiak i sur., 2011). Kao
imunomodulator, primjec¢ena je ucinkovitost melatonina u lije¢enju infekcija virusom Herpes
simplex koja je usporediva sa ucinkovito$¢u aciklovira te prevencija sepse uzrokovane
gljivicom C. albicans kao i klasi¢ne antimikoti¢ne aktivnosti. Melatonin ima i onkogenu
aktivnost u prevenciji karcinoma usne Supljine, ali i kao adjuvans u smanjenju nuspojava
kemoterapije. Inhibira rast kancerogenih stanica, ima antiangiogeni i antiproliferativni u¢inak

te modulira onkogenu ekspresiju (Reiter, 2004).



Melatonin je trenutno indiciran u terapiji poremecaja cirkadijalnog ritma, insomnije, jetlaga,
medutim daljnja istraZivanja pokazuju velik potencijal u terapiji mnogih kroni¢nih, upalnih
bolesti. Unato¢ tome, potrebno je provesti jo§ klinickih i animalnih studija kako bi se

potvrdila stvarna uloga i u¢inkovitost melatonina u takvim stanjima.

1.1.4 Nacin primjene melatonina

Melatonin pokazuje kratko vrijeme polueliminacije od priblizno 45 minuta, varijabilnu
apsorpciju iz gastointestinalnog trakta ovisnu o prehrani te ekstenzivan prvi prolazak kroz
jetru zbog Cega nije idealan kandidat za klasi¢nu oralnu primjenu. Postoje brojna istrazivanja
transmukozne, transdermalne primjene te tableta u obliku kontroliranog oslobadanja pri
¢emu su se ispitivale koncentracije melatonina 1 njegovog glavnog metabolita 6-
sulfatoksimelatonina u plazmi. Primjena tableta s kontroliranim oslobadanjem pokazivala je
veliku varijabilnost koncentracija u plazmi kod ispitivanih subjekata nakon primjene
melatonina u istoj dozi. To se moze objasniti varijabilnosti prilikom apsorpcije |
metabolizma. Transdermalna primjena zaobilazi prvi prolazak kroz jetru $to omogucéava
prirodnije oponaSanje koncentracije melatonina u plazmi. Glavni nedostatak takve primjene
je deponiranje melatonina u kozi §to uzrokuje produZeno otpustanje nakon §to je lijek trebao
prestati djelovati. Oralna transmukozna primjena je alternativni put primjene koji rjeSava
potencijalne probleme primjene melatonina. Izbjegava se prvi prolazak kroz jetru, brzo se
postizu optimalne koncentracije lijeka u plazmi, izbjegava se nastajanje depoa te djelovanje
prestaje ubrzo nakon uklanjanja flastera. Flaster se nanosi na mukoznu stranu obraza ili
usnice, lako se uklanja i dobro se podnosi. Takoder, omoguéeno je i brzo lokalno djelovanje
melatonina u usnoj Supljini pri lijeCenju brojnih komorbiditeta. Pri tome odabir tipa
formulacije moze utjecati na mjesto djelovanja u usnoj Supljini. Tako primjerice uklapanje
melatonina u gel natrijeve karboksimetilceluloze rezultira formulacijom prikladnom za
sistemsku primjenu melatonina, dok se poloksamersko-lecitinski organogel istice kao oblik
najprikladniji za ostvarivanje lokalnog ucinka melatonina u usnoj Supljini jer osigurava

njegovu akumulaciju u tkivu sluznice (Flo i sur., 2016).



1.2 Sluz

1.2.1. Funkcija 1 grada sluzi

Sluz je viskoelasticni sloj gela koji oblaZze sluznice diSnog, probavnog 1 Zenskog
reproduktivnog trakta te povrSinu oka. Osnovna funkcija je zaStita epitelnog sloja od

kao lubrikant pri ¢emu sprjec¢ava gubitak vode i dehidraciju tkiva ( Jajéevi¢, Jug, 2017).

Sastoji se od 97 % vode 1 1% mucina te ostalih komponenata kao $to su imunoglobulini,
anorganske soli, lipidi te odumrle stanice i stani¢ni otpad. Mucini su glikoproteini
molekularne mase od 0,5-40 MDa sastavljene od mucinskihn monomera i presvucene
proteoglikanima. Sadrze dvije domene; PTS domena gradena od aminokiselinskog slijeda
prolina, treonina i serina presvucena oligosaharidima te gole hidrofobne domene na koje su
vezani lipidi (Frohlich, Roblegg, 2014). Oligosaharidi vezani na kraju PTS domene
sprjeavaju proteinsku razgradnju. Mucinski monomeri se povezuju disulfidnim mostovima
preko PTS domena, dok N- krajevi uzrokuju dimerizaciju i trimerizaciju molekula pri ¢emu
nastaje trodimenzionalna mreza s veli¢inom pora od 350-500 nm koja utjeCe na reoloska
svojstva sluzi (Slika 4.). Mucinska vlakna su promjera 3-10 nm te negativhog naboja zbog

prisutstva sijalinske kiseline i sulfata (Pearson i sur., 2016).

Sluz se neprestano izlu€uje, a Zivotni vijek joj je kratak. Sluznice u razlic¢itim dijelovima
tijela se razlikuju po debljini sloja, naboju, pH vrijednosti, temperaturi i reoloskim

svojstvima ( Tablica 1).



epitelne
stanlce

Slika 4. Prikaz grade sluzi koju luce vrcaste stanice i strukture mucina, glikoproteinskog
monomera gradenog od PTS aminokiselinske i hidrofobne regije. Umrezavanjem mucinskih
molekula nastaju pore razlicitih velicina koje ujecu na reoloska svojstva sluzi. (prilagodeno

prema Boegh, Nielsen, 2015)



Tablica 1. Prikaz fizioloskih karakteristika razlicitih sluznica u tijelu. (prilagodeno prema
Netsomboon, Bernkop- Schnurch, 2016)

Dehljina Vrijeme Brzina

Sluznica sloja klirensa klirenza Tem EIElﬂtIJFEl n pH
. P (=C} vrijednost
{pumn) (min} { mumnymim )
Oleo 0,02-0,05 7.7 — 370 7.8
Gornji di#ni putevi 15 10-20 5-11 30,2-34.4 5.5-6,5
Donji didni putevi 55 - 3.5-30 32,5-35,5 7.0
Zeludac 170 7.0 5,440
Tanko crijevo 10 2448 - 37,0 5.5-7,5
Debelo crijevo 37100 37.0 7.0
Relium 125 - 370 7.2
Vagina 50 1,5-6,0 37.0 3,5-4,0
Ay satima
® mLidan

1.2.2. Reoloska svojstva sluzi

Sluz se dijeli na onu niske 1 visoke viskoznosti. Sluz niske viskoznosti djeluje kao dinamicka
barijera u diSnom i probavnom sustavu. U probavnom sustavu konstantno kretanje vode uvelike
utjece na gibanje Cestica u mukoznom sloju. Apsorpcija vode stvara pokretacki gradijent koji
potpomaze apsorpciju Cestica u dublje slojeve epitela 1 olakSava njihovo kretanje. Koli¢ina
apsorbirane vode u ljudskom crijevu iznosi 0.1-0.2 mL/h cm? (Lennernds i sur., 1994). Sluz
visoke viskoznosti sadrzi mucine vezane na povrsinu epitelnih stanica te tvori stericku barijeru
prolasku bakterija i makromolekula koje su ve¢e od veli¢ine pora mucina. Slika 5. prikazuje

gastrointestinalni epitel koji sadrzi sluz niske i visoke viskoznosti.

Brojne tvari stvaraju slabe kemijske veze s lancima mucina. Lipofilne tvari ¢e ulaziti u
interakcije s hidrofobnim domenama molekule mucina, dok ce hidrofilne stvarati vodikove veze
s glikoziliranim domenama mucina. Pozitivno nabijene tvari ¢e stvarati ionske veze s negativno

nabijenim lancima sijalinske kiseline vezane na mucin (Boegh, Nielsen, 2015).
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Slika 5. Prikaz sluzi niske i visoke viskoznosti na povrSini gastrointestinalnog epitela (Cone,

2009.)

Veli¢ina Gestica utjede na njihovu apsorpciju kroz sloj sluzi. Cestice veli¢ine 100 nm lakse

penetriraju kroz mukozni sloj od onih veéih. Vece Cestice se adheriraju na povrsini mukoznog

sloja te ne mogu prodrijeti u dublje slojeve epitela, dok manje ¢estice mogu penetrirati u dublje

slojeve do povrsine epitelnih stanica (Slika 6.) Ta saznanja su bitna za razvoj pojedinih ljekovitih

oblika te ciljanu dostavu lijeka u organizmu.

Slika 6. Prikaz razlicitih cestica: A) mukopenetrativne cestice B) mukoadhezivne cestice C)

Cestice izvan mukoznog sloja. (Laffleur i sur., 2014)



1.3 Mukopenetrativne nanocestice

1.3.1 Pasivni mukopenetrirajuci sustavi

Mukopenetrativne nanocestice imaju izrazena svojstva penetrabilnosti kroz sloj sluzi do
povrsine epitelnih stanica, a variranjem veli¢ine i svojstva povrSine ¢estica moze se utjecati

na penetrabilnost sustava smanjivanjem interakcija izmedu nosaca i sluzi (Liu i sur., 2014).

-----

'

PEG Pluronic F-127

proteoliticki
enzim

Slika 7. Shematski prikaz grade mukopenetrativnih nanocestica: A) PEGilirane nanocestice
B) nanocestice oblozene poloksamerom C) mukoliticke nanocestice s povrsinom

funkcionaliziranom enzimima. Prilagodeno prema Liu i sur., 2014,

Najcesce koristeni polimer je polietilenglikol (PEG) niske molekularne mase od 2-10 kDa.
PEG je neionogeni hidrofilni polimer koji ima i mukoadhezivna i mukopenetrabilna svojstva
ovisno 0 molekularnoj masi i gusto¢i vezanja na povrsini Cestica. PEG niske molekularne

mase ima krace lance, ulazi u manje interakcija sa mucinom u sluzi te ima bolja penetriraju¢a
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svojstva. Povecanjem molekularne mase raste duzina lanaca PEGa, povecavaju se hidrofobne
i elektrostatske interakcije lanaca s mucinom te se Cestice adheriraju na povrsinu sluzi.
Najve¢u mukopenetrabilnost imaju nanocestice gusto oblozene PEG-om molekularne mase
6000 Da ¢iji lanci poprimaju konformaciju ,,Cetke* te se one nakon oralne primjene brzo
transportiraju do tankog crijeva i permeiraju do povrsine epitela sluzice. Tamo se apsorbiraju
na povrSinu membrane i ispustaju sadrzaj kroz duzi vremenski period (Yoncheva i sur.,
2005). Slika 8. prikazuje penetraciju nanocestica do epitela razli¢itih sluznica ovisno o
molekularnoj masi PEG-a nakon 1 i 3 sata. PEGilirane nanoCestice su negativno nabijene te
ne pokazuju afinitet za vezanje na negativno nabijene lance mucina. Smatra se da upravo
negativan naboj pridonosi brzoj penetraciji uslijed elektrostatskog odbijanja s lancima
mucina (Inchaurraga i sur., 2015.). PEGilirane nanocestice imaju velik potencijal za lijeCenje
upalnih bolesti, lokalnu dostavu citostatika kod lijecCenja karcinoma kolona, lokalnu dostavu
mikrobiocida kod prevencije Sirenja seksualno prenosivih bolesti i sliéno (Maisel i sur.,

2015).
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Slika 8. Graficki prikaz adheriranih nanocestica na povrsinu epitela u razlicitim dijelovima
gastrointestinalnog trakta Stakora nakon (A) 1 sata i (B) 3 sata. Prikazane su nanocestice
bez PEG-a (NP), PEGilirane sa PEG 2000 (NP2), sa PEG 6000 (NP6) i PEG 10000 (NP10).
Studija je pokazala da nakon 1 h od primjene konvencionalne nanocestice (NP) pokazuju
vecu interakciju s mukozom u Zelucu, dok se PEGilirane NP2 i NP6 vise adheriraju u tankom
crijevu u odnosu na NP i NP10. Nakon 3 h adherirane frakcije NP2, NP6 i NP10 u tankom
crijevu su podjednake i puno vece u odnosu na konvencionalne (NP). U Zelucu koncentracije

svih nanocestica nakon 3 h su znatno manje i podjednake (Zabaleta i sur., 2012).

Za oblaganje nanocCestica mogu se Koristiti i poloksameri (Pluronic®) koji su gradeni od
polioksietilena (PEO) i polioksipropilena (PPO). Zbog prisutstva hidrofilnih (PEO) i
hidrofobnih (PPO) dijelova ¢esto se njima oblazu nanocestice, ali se 1 ugraduju u liposome.
Hidrofobni dijelovi prilijezu uz hidrofobnu povrSinu nanocestica ili se ugraduju u
fosfolipidni dvosloj liposoma, dok hidrofilni dio str§i poput ,,Cetke sa povrSine Cestica.
Istrazivanja pokazuju da oblaganje PLGA nanocestica poloksamerom povecava njihovu

brzinu difuzije u gustoj sluzi iz gornjih sinusa (Liu i sur,, 2014.).

Nova strategija za razvoj mukopenetrativnih Cestica je imitacija povrsine i svojstava virusa.
Virusi vrlo lako prolaze mukoznu barijeru difundiraju¢i kroz sluz zahvaljujuci
karakteristiénim svojstvima na povrSini. PovrSina virusa sadrZi pozitivan i negativan naboj
koji zbog medusobnih snaznih interakcija ne reagira sa sluzi. U fizioloSkom pH virusi su
neutralnog ili lagano negativnog zeta potencijala (Michen, Graule, 2010). Nanocestice koje
imaju ista svojstva naboja na povrsini kao i virusne Cestice pripremaju se kombinacijom
citosana i kornitin sulfata (Slika 9A). Takve nanocestice imaju bolja svojstva difuzije od
konvencionalnih nanocCestica te se smanjuju njihova mukoadhezivna, a povecavaju

mukopenetrabilna svojstva.
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1.3.2 Aktivni mukopenetrirajuci sustavi

Aktivni mukopenetriraju¢i sustavi nastaju uklapanjem mukolitickih agensa koji cijepaju
trodimenzionalnu strukturu sluzi. Mukoliticki agensi ne uniStavaju cijelu povrSinu mukoze
ve¢ samo dio kojim se mukoliticka Cestica krece, olakSavaju¢i joj put kroz mukozu.
Razvijena su do sada dva razli¢ita mukoliticka sustava. S jedne strane je N-acetilcistein koji
razgraduje disulfidne mostove u cisteinom bogatim regijama mucina pri ¢emu se smanjuje
viskoznost sluzi i olakSava transport Cestica. Drugi pristup ukljucuje imobilizaciju
mukolitickih enzima kao $to su tripsin, papain ili bromelain na povrsinu nanocestica ili na
polimer prije formiranja nanocestica (Slika 9B). Imobilizacija enzima se postize kovalentnim
vezanjem preko prostetskih skupina ili ionskim interakcijama. Nanocestice funkcionalizirane
papainom pokazuju znacajniju mukopenetrativnost kroz intestinalnu sluz. Medutim, takav
pristup je potrebno detaljnije istraziti zbog mogucnosti apsorpcije endotoksina i drugih

toksi¢nih tvari kroz oste¢enu mukozu (Jajéevié, Jug, 2017).

1.3.3 Nanocestice koje mijenjaju zeta potencijal

Mukozni sloj je negativnog naboja zbog prisutstva sijalinske i sulfonske kiseline u strukturi.
Zbog toga se neutralne i negativno nabijene nanocestice mogu lako kretati kroz mukozni sloj
dok pozitivno nabijene nanoCestice ostaju imobilizirane u mukoznom sloju zbog ionskih
interakcija (Bansil, Turner, 2006). S druge strane, pozitivni naboj omogucava veéi unos
nanocestica endocitozom u stanice. Stoga, cilj je razviti negativno nabijene nanocestice koje
mogu promijeniti zeta potencijal nakon penetracije kroz mukozni sloj (Slika 9C). Promjena
naboja bi omogucila imobilizaciju nanocestica na ciljanom mjestu apsorpcije lijeka.
Promjenu naboja omogucéavaju enzimi vezani za povrSinu membrane mukoznog epitela.
Nedavna studija koju su proveli Bonengel i suradnici pokazala je da su nanoCestice gradene
od polietilenimin-6-fosfoglukurnoske kiseline promijenile zeta potencijal od -6.4 do +2.8 u

prisutstvu intestinalne alkalne fosfataze. Sli¢ni sustavi su jo$ uvijek u fazi istraZivanja.
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Slika 9. Shematski prikaz: A) cestice koje imitiraju virus B) Cestice konjugirane enzimom C)

Cestice koje mijenjaju zeta potencijal (Netsomboon, Bernkop- Schniirch, 2015).
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2. OBRAZLOZENIJE TEME

U danasnje vrijeme jedan od naj¢escih 1 najjednostavnijih nacina primjene lijeka je oralnim
putem. Medutim, pri tome glavni problemi su razgradnja lijeka u probavnom traktu, losa
topljivost pojedinih djelatnih tvari te ograni¢ena apsorpcija uslijed loSe permeabilnosti. Kako
bi savladali navedena ogranicenja istrazuju se razliciti terapijski sustavi. Nanocestice imaju
podru¢je znanosti nazvano nanomedicina. Nanocestice Stite uklopljenu djelatnu tvar
supstanciju od razgradnje posredovane niskim pH i probavnim enzimima, smanjuju toksi¢no
djelovanje lijeka na organizam dok se modifikacijom povrSine nanocestica utjeCe na
penetrabilnost i selektivnost dostave lijeka. Zbog svojih povoljnih karakteristika nalaze sve

vecu primjenu u dijagnostici, terapiji i prevenciji bolesti (Iglesias i sur., 2016).

Mukopenetrativne nanocestice omogucuju dostavu lijeka kroz sluznicu oka, respiratornog,
gastrointestinalnog i reproduktivnog trakta. Takva ciljana dostava ima brojne prednosti kao
Sto su terapija lokalnih oboljenja u cilju izbjegavanja sistemske apsorpcije te izbjegavanje
sistemskih nuspojava lijeka. Modifikacijom povrSine nanocestica razli¢itim polimerima
povecava se penetrabilnost kroz mukoznu barijeru i u€inkovitija dostava lijeka do epitelnih

stanica (Netsomboon, Bernkop- Schniirch, 2015).

Osnovni cilj ovog diplomskog rada je priprema nanocestica odgovarajucih fizikalnih
karakteristika procesom jednostavne desolvatacije pri ¢emu je koriSten polianhidridni
polimer komercijalnog naziva Gantrez® AN 169. Rije¢ je o kopolimeru metil vinil etera i
anhidrida jabucne kiseline koji procesom desolvatacije spontano stvara nanocestice, a
jednostavno se funkcionalizira u bezvodnom mediju. Cilj istrazivanja je bio pripraviti
nanoCestice koje bi veli¢inom 1 karakteristikama povrSine bile prikladne za primjenu na
sluznice s potencijalno mukopenetrativnim karakteristikama. Kako bi se povecala
penetrabilnost nanocestica povrsina je modificirana vezanjem polietilenglikola molekularne
mase 6 kDa pri ¢emu se pratio utjecaj PEGiliranja na svojstva nanocestica. U optimiranu
formulaciju nanocestica uklopit ¢e se melatonin s ciljem povecanja njegovog terapijskog

potencijala. Melatonin je endogeni indolamin koji pokazuje brojne zastitne ucinke u
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ljudskom organizmu, djeluje kao antioksidans i imunomodulator, a sve veéu primjenu
pokazuje u oralnoj medicini, terapiji periodontitisa i zubnog karijesa. Mukopenetrativne
nanoCestice u ¢vrstom stanju pripremit ¢e se postupkom liofilizacije uz dodatak
odgovarajuceg Krioprotektanta Kkoji ¢e osigurati stabilnost i karakteristike nanocestica

prilikom liofilizacije s ciljem pripreme oblika koji je prihvatljiv za skladistenje i transport.
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3. MATERUALI I METODE

Pri izvodenju eksperimentalnog dijela diplomskog rada koriStene su sljede¢e kemikalije,

instrumenti i pribor.

3.1 Kemikalije

Aceton (Sigma- Aldrich, SAD)

Etanol (CARLO ERBA Reagents SAS, Francuska)

Gantrez AN-169 polimer molekularne mase 2000 kDa (Ashland, SAD)
Melatonin (Sigma- Aldrich, SAD)

Natrijev klorid (Kemig d.o.0., Hrvatska)

Polietilenglikol Mr 6000 (Sigma- Aldrich, SAD)

Saharoza (VWR Chemicals, Belgium)

Visokoproc¢is¢ena voda

3.2 Instrumenti i pribor

Biofuge stratus centrifuga (Heraeus, Njemacka)

Eppendorf centrifuga 5804 (Eppendorf AG, Njemacka)

Martin Christ a-1,4 liofilizator (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,
Njemacka)

Magnetska mjesalica (Fisher Scientific, SAD)

Peristalticka pumpa (Ismatec, Njemacka)

Precizna analiti¢ka vaga Mettler Toledo XS105 (Mettler Toledo, Spanjolska)
Rotavapor R-200 (Biichi, Njemacka)

Varian Cary 50 UV/Vis spektrofotometar (Varian Inc., SAD)

Vortex Mixer

Zetasizer 3000HS (Malvern Instruments, Velika Britanija)
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3.3 Metode

3.3.1 Priprema konvencionalnih i PEGiliranih nanocestica

Nanocestice se pripremaju metodom jednostavne desolvatacije pri ¢emu je KkoriSten
PVMA/MA polimer u rasponu koncentracija od 20 do 45 mg/mL. Konvencionalne
nanocestice (NP) pripremljene su desolvatacijom otopine polimera u 6 mL acetona uz
mijeSanje na magnetnoj mjesalici pri rasponu brzina od 400 do 1000 rpm. Kod pripreme
PEGiliranih nanocestica (PEG NP) polimer je otopljen u 4 mL acetona uz mijeSanje na
magnetskoj mjesalici. Potom se otapa polietilenglikol molekularne mase 6000 Da u 2 mL
acetona uz lagano zagrijavanje 1 mijeSanje na kupelji do otapanja. Masa dodanog
polietilenglikola uvijek iznosi 15 % mase dodanog polimera. Otopljeni PEG se dodaje
polimeru uz inkubaciju i mijeSanje na magnetskoj mjeSalici 1 sat. Nakon toga se dodaje 30
mL visokopro¢is¢ene vode u oba pripravka pomocu peristalticke pumpe uz prilagodbu brzine
od 0,75 do 6 mL/min. Nakon 5 minuta mijeSanja pripravci se uparavaju na Rotavaporu uz
spustanje tlaka sa 300 na 80 mbara. Uparavanje se odvija do potpunog isparavanja organskog
otapala, a pripravak se nadopunjava do 30 mL dodatkom procis¢ene vode. 300 pL uzorka se
odvaja za mjerenje veli¢ine nanocestica i zeta potencijala, a ostatak se centrifugira pri 20 000
g u trajanju od 20 minuta uz temperaturu 20 °C. Supernatant se odvaja, a talog se
resuspendira u 4 mL 15% saharoze i podlijeze postupku liofilizacije tijekom 18 sati. Nakon
liofilizacije, vaganjem se odreduje prinos te se Cestice resuspendiraju u 2 mL prociS¢ene vode
uz vorteksiranje kako bi se odredila veli¢ina, zeta potencijal 1 polidisperznost nakon

liofilizacije.

3.3.1.1 Priprema nanocestica sa melatoninom

Konvencionalne 1 PEGilirane nanocCestice pripremaju se na gore opisani nacin. Nakon
desolvatacije polimera u acetonu i inkubacije od 20 minuta kod konvencionalnih Cestica,
odnosno sat vremena kod PEGiliranih nanocestica dodaje se 20 mg odnosno 40 mg

melatonina otopljenog u 2 mL acetona. Uzorci se mijesaju 5 minuta na magnetnoj mjesalici,
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potom se dodaje 30 mL prosis¢ene vode automatskom pumpom i uparavaju na Rotavaporu.
Uzorci se centrifugiraju na ranije opisan nacin, a supernatant se koristi za odredivanje
sadrzaja neuklopljenog melatonina UV-Vis spektrofotometrijom. Talog se resuspendira

otopinom saharoze i liofilizira.

3.3.2 Fizikalno-kemijska karakterizacija nanocestica

Nakon pripreme uzoraka odreduju se fizikalno- kemijska svojstva dobivenih nanocestica kao
Sto su veli¢ina, zeta potencijal 1 polidisperznost. Metoda pomocu koje se odreduju naziva se
fotonska korelacijska spektroskopija (photon correlation spectroscopy, PCS), a temelji se na
rasprsivanju svjetlosti laserske zrake odredene valne duljine u tekuéem mediju (Sugimoto,
2001). Uredaj kojim je mjerenje izvrSeno je Zetasizer 3000HS (Malvern Instruments, Velika
Britanija) pri 25 °C. KoriSten je monokromatski koherentni He-Ne laser (A= 633 nm), a kut

detekcije rasprsene svjetlosti je 90°.

Priprema uzorka za mjerenje veli¢ine nanocestica se dobiva pipetiranjem 300 pL pripravaka
nanocCestica 1 razrijedivanjem sa 5 mL visokoprocis¢ene vode. Uredaj tada odreduje veli¢inu
Cestica u nanometarskom i mikrometarskom rasponu. Za mjerenje zeta potencijala
razrijedujemo 300 pL pripravaka nanocestica sa 5 mL 10 mM natrijevim kloridom. Zeta
potencijal je razlika potencijala izmedu mobilnog disperznog i stacionarnog sloja fluida
priévr§¢enog na dispergirane Cestice. Koristi se kao pokazatelj stabilnosti koloidnih
disperzija jer ukazuje na stupanj odbojnosti susjednih, sli¢no nabijenih Cestica u otopini.
Fotonskom korelacijskom spektroskopijom moze se odrediti indeks polidisperznosti (PDI).
Polidisperznost je mjera heterogenosti veli¢ina &estica u otopini. Cestice mogu Dbiti
monodisperzne (iste veliCine, mase i1 oblika) i polidisperzne (nastaju polimerizacijom
Cestica). NanocCestice se smatraju stabilnima ukoliko je indeks polidisperznosti nizi od 0,3 te

ukoliko se nije znacajno promijenio tijekom perioda inkubacije (Iglesias i sur., 2016).
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3.3.3 Odredivanje sadrzaja neuklopljenog melatonina

Prvo je provedena validacija analitiCke metode za odredivanje sadrzaja melatonina. Mati¢na
otopina je pripremljena odvagom 10 mg melatonina i otapanjem u 10 mL koncentriranog
etanola te nadopunjena do 100 mL proc¢is¢enom vodom. Potom su uzimani alikvoti mati¢ne
otopine volumena od 250 do 4000 pL i razrjedivani sa smjesom vode i etanola u volumnom
omjeru 1:4 do 10 mL. Na taj nacin je prireden niz otopina razli¢itih koncentracija i mjerena
je njihova apsorbancija na 278 nm pomoc¢u Varian Cary 50 UV/Vis spektrofotometra (Varian
Inc., SAD). Kao slijepa proba koristi se smjesa etanola i vode u volumnom omjeru 1:4. 1z tih
podataka dobiva se kalibracijski pravac ovisnosti apsorbancije na 278 nm i koncentracije
melatonina koji omogucava odredivanje radnog podrucja, granice dokazivanja i granice
odredivanja. Potom se u iduca dva dana ponavljaju ta mjerenja kako bi se ispitala

medudnevna ponovljivost.

Nakon pripreme nanocestica, uzorci se centrifugiraju te se odvaja supernatant od taloga. U
talogu se nalaze nanocestice s uklopljenim melatoninom, dok iz supernatanta odredujemo
zaostali, neuklopljeni melatonin. Alikvoti supernatanta su osuSeni smrzavanjem kako bi se
izbjegle analitiCke interferencije ostataka acetona te potom resuspendirani u 4 mL etanola uz
zagrijavanje na vodenoj kupelji. Potom se uzima po 1 mL resuspendirane otopine i razrjeduje
do 10 mL sa proc¢is¢enom vodom uz vorteksiranje kako bi se uklonio zrak. Sadrzaj
neuklopljenog melatonina se odreduje UV/Vis spektrofotometrijom pri 278 nm pri ¢emu iz

dobivenih apsorbancija mozemo odrediti koncentraciju i masu melatonina u supernatantu.

Postotak uklopljenog lijeka izracunat je prema izrazu:

) B masa melatonina u supernatantu
Postotak uklopljenog lijeka = [1 — - —1x100%
ukupna masa melatonina uzeta u preparaciju

Sadrzaj melatonina u konvencionalnim nanocesticama izracunat je prema izrazu:
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%uklapanja X mmelatonina

SadrZaj melatonina = x100%

prinOSX(mmelatonina + mevmama + msaharoza)

Sadrzaj melatonina u PEGiliranim nanocestica izra¢unat je prema izrazu:

%uklapanja X Mmelatonina

SadrZaj melatonina = —;
prinos x (mmelatonina + mevama + Meee + msaharoza)

x100%
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1 Optimizacija postupka pripreme konvencionalnih i PEGiliranih nanoCestica

Nanocestice su pripremljene metodom jednostavne desolvatacije koriStenjem Gantreza®,
kopolimera metil vinil etera i anhidrida jabuéne kiseline. Tijekom pripreme nanocestica
mijenjani su parametri brzine dodatka vode, brzine mije$anja sustava i koncentracije polimera u
otopini. Promjenom parametara promatra se promjena svojstva nanocestica kao $to su veli¢ina,
zeta potencijal i indeks polidisperznosti. Parametri koji ostaju konstantni prilikom pripreme
nanocestica su duljina inkubacije, omjer volumena organske i vodene faze te omjer masa
polimera i PEGa (100:15). Istovremeno se promatraju dvije vrste nanocestica: konvencionalne i
PEGilirane sa polietilenglikolom molekularne mase 6 000 Da. Cilj je bio prirediti monodisperzne
nanocestice s veli¢inom manjom od 200 nm. Sustav se smatra stabilnim i monodisperznim
ukoliko je indeks polidisperznosti manji od 0,3 (lglesias i sur., 2016). Nanocestice Su
pripremljene u organskom mediju (aceton) jer su istrazivanja pokazala da u vodenom mediju

polimer hidrolizira u topljivi dikiselinski oblik te je nastajanje nanocestica onemoguceno.

Najprije se proucavao utjecaj brzine dodatka vode tijekom procesa desolvatacije na
karakteristike formiranih nanocestica. Dodatkom vode u otopinu kopolimera u acetonu dolazi do
formiranja nanocestica te brzina dodatka vode je stoga bitan parametar koji utjeCe na svojstva
nanocestica. Rezultati su prikazani u Tablici 2. Voda je dodavana brzinom od 0,75 mL/min, 1,56
mL/min, 3,00 mL/min i 6,00 mL/min. Pri tome, koncentracija otopine polimera iznosila je 20 mg

/mL, a brzina mijeSanja uzorka 1 000 rpm.
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Tablica 2. Utjecaj brzine dodatka vode prilikom procesa pripreme nanocestica postupkom
desolvacije PVMA/MA kopolimera na karakteristike pripremljenih  nanocestica kod
koncentracije otopine polimera u acetonu od 20 mg/mL i brzinu mijeSnja uzorka od 1000 rpm:

srednji hidrodinamicki promjer (d), indeks polidisperznosti (PDi) i zeta potencijal ({).

Brzina NePEGiliranenanocestice PEGiliranenanocestice
dodatka vode d (hm) PDi { (mV) d (hm) PDi C (mV)
(mL/min)

0,75 78,4+1,0 | 0,128+0,012 | -50,0+1,1 | 84,7+1,4 | 0,122+0,006 | -42,9+1,1
1,56 74,0£0,5 | 0,111+0,016 | -48,0+1,5 | 75,3t1,4 | 0,140+0,005 | -47,8+1,3
3,00 73,0£1,2 | 0,147+0,030 | -46,1+0,8 | 76,2+0,9 | 0,125+0,070 | -46,8+0,8
6,00 74,8+0,4 | 0,160+0,019 | -42,0+0,7 | 75,8+0,04 | 0,159+0,004 | -43,4+1,2

Pripremljene nanocestice pokazuju raspon velic¢ina od 73,0 do 84,7 nm pri ¢emu su PEGilirane
nanocCestice uvijek vece pri istoj brzini dodatka vode u odnosu na nePEGilirane nanocestice
(Slika 10). Mjerenja pokazuju da nesto vece Cestice nastaju pri brzini dodatka vode od 0,75
mL/min, dok su pri ostalim brzinama dodavanja vode veli¢ine nanocestica podjednake. U
pravilu, PEGilirane nanocestice su nesto vece od konvencionalnih, §to je u skladu sa postoje¢om
literaturom gdje je veli¢ina PEGiliranih Cestica ve¢a od onih konvencionalnih. lako ta razlika u
veli¢ini nije toliko znacajna, moze se pripisati Cetkastoj strukturi povrSine koja nastaje vezanjem
lanaca PEGa. S obzirom na prikazane rezultate, moze se zakljuciti kako brzina dodatka vode
tijekom procesa desolvatacije nije kritiCan parametar koji odreduje veli¢inu nastalih nanocestica.
Medutim, veli¢ina pripremljenih nanocestica je znacajno ispod ciljane veli€ine te je potrebno
dalje optimirati proces pripreme promjenom drugih parametara kako bi se priredile nanocestice

ciljanog raspona velicina.
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Slika 10. Utjecaj brzine dodatka vode prilikom procesa pripreme nanocestica postupkom
desolvacije PVMA/MA kopolimera na srednji hidrodinamicki promjer (d), indeks
polidisperznosti (PDi) i zeta potencijal ({) cestica. Koncetracija otopine PVMAIMA u acetonu
iznosila je 20 mg/mL, a brzina mijesanja uzorka 1000 rpm.

Nadalje, rezultati prikazuju da je indeks polidisperznosti nanocestica kod svih brzina dodatka
vode manji od 0,2 te da nema znacajnih odstupanja neovisno o promjeni brzine dodatka vode
(Slika 10). Najveci indeks polidisperznosti je pri brzini dodatka vode od 6,00 mL/min i iznosi
0,160, a najmanji 0,111 pri brzini od 1,56 mL/min za nePEGilirane nanocestice. Iz navedenih
podataka indeksa polidisperznosti mozemo zakljuciti da su sustavi monodisperzni pri svim
brzinama dodatka vode. Osim toga, vrijednosti zeta potencijala se kre¢u od -42,0 do -50,0 mV.
Uocava se kako povec¢anjem brzine dodatka vode se vrijednosti zeta potencijala smanjuju, izuzev
pri brzini od 0,75 ml/min za PEGilirane nanocestice gdje je zeta potencijal najmanji. Negativan
zeta potencijal nanocestica je pozeljan kako ne bi doSlo do interakcija nanocestica s lancima
mucina i mukoadherencije. S obzirom na vrijednosti indeksa polidipserznosti i zeta potencijala

Cestica, u daljnjim formulacija pripreme nanocestica voda je dodavana brzinom od 3 mL/min.

Zatim je ispitivan utjecaj brzine mijeSanja sustava tijekom procesa deslovatacije nanocestica na
karakteristike nanocestica (Tablica 3). Ispitivan je utjecaj brzine mije$anja od 400 rpm, 600 rpm,
800 rpm i 1 000 rpm.
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Tablica 3. Utjecaj brzine mijesanja tijekom procesa pripreme nanocestica postupkom
desolvacije na karakteristike pripremljenih nanocestica kod koncentracije otopine polimera u
acetonu od 20 mg/mL i brzinu dodatka vode od 3 ml/min: srednji hidrodinamicki promjer (d),
indeks polidisperznosti (PDi) i zeta potencijal (().

Brzina NePEGiliranenanocestice PEGiliranenanocestice
mijesanja d (hm) PDi {(mV) d (hm) PDi  (mV)
(rpm)

400 92,7+0,9 | 0,096+0,017 | -39,6+£0,6 | 79,4+1,0 | 0,127+0,005 | -43,0+0,5
600 72,0£0,5 | 0,138+0,008 | -47,5+0,8 | 78,7+0,5 | 0,143+0,015 | -42,4+0,9
800 75,2+1,1 | 0,132+0,022 | -45,4+0,5 | 76,3x1,0 | 0,147+0,007 | -44,6+0,8
1000 73,0+£1,2 | 0,147+0,030 | -46,1+0,8 | 76,2+0,9 | 0,125+0,070 | -46,8+0,8

Iz prikazanih podataka, vidljivo je da brzina mijeSanja sustava tijekom procesa desolvatacije
takoder nije kriti¢an parametar koji bi znacajnije utjecao na karakteristike nanocestica. Veli¢ina
kako nePEGiliranih, tako i PEGiliranih nanocestica ne varira znacajno s promjenom brzine
mijeSanja (Slika 11). Isti trend je uocen i kod vrijednosti indeksa polidisperznosti i1 zeta
potencijala (Slika 11). S obzirom da su pripremljene nanocestice malih dimenzija, $to bi moglo
dovesti do niskog kapaciteta uklapanja melatonina u nanocCestice, proces pripreme je dalje
modificiran, mijenjajué¢i koncentraciju polimera u sustavu, uz brzinu mijesanja od 600 rpm i

brzinu dodatka vode od 3 mL/min. Rezultati su prikazani u Tablici 4.

1009 33 NePEGilirane NP &= PEGilirane NP 0.25q 3 NePEGilrane NP =3 PEGilirane NP -804 .3 NePEGilirane NP 2 PEGilirane NP
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Brzina dodatka vode (mLimin) Brzina dodatka vode (mL/min) Brzina dodatka vode (mL/min)

Slika 11. Utjecaj brzine mijesanja uzorka prilikom procesa pripreme nanocestica postupkom

desolvacije PVMA/MA kopolimera na srednji hidrodinamicki promjer (d), indeks

25



polidisperznosti (PDi) i zeta potencijal ({) cestica. Koncetracija otopine PVMAIMA u acetonu

iznosila je 20 mg/mL, a brzina dodatka vode 3 mL/min.

Tablica 4. Utjecaj koncentracije otopine polimera u acetonu na karakteristike nanocestica

pripremljene postupkom desolvacije uz brzinu mijesanja od 600 rpm i brzinu dodatka vode od 3

ml/min: srednji hidrodinamicki promjer (d), indeks polidisperznosti (PDi) i zeta potencijal ({).

Koncentracija NePEGiliranenanocCestice PEGiliranenanocestice
PVM/MA d (nm) PDi £ (mV) d (nm) PDi £ (mV)
(mg/mL)

20 72,0+£0,5 | 0,138+0,008 | -47,5+0,8 | 78,7+0,5 | 0,143+0,015 | -42,4+0,9
25 87,7+1,2 | 0,117+0,011 | -36,9+0,6 | 95,7+0,1 | 0,092+0,022 | -37,8+0,7
30 108,.1+0,3 | 0,126+0,010 | -40,7+1,0 | 118,0+1,0 | 0,128+0,006 | -39,0+1,4
35 131,1+1,2 | 0,206+0,010 | -39,5+1,9 | 158,84+2,5 | 0,222+0,009 | -42,4+0,6
40 172,9+1,8 | 0,234+0,011 | -38,2+0,8 | 239,8+1,3 | 0,327+0,024 | -39,1+0,7
45 266,8+4,9 | 0,610+0,144 | -36,1+0,5 | 281,1+4,5 | 0,361+0,040 | -38,5+0,6

Na Slici 12. prikazana ovisnosti srednjeg hidrodinamic¢kog promjera (d) o koncentraciji polimera
PVMA/MA u sustavu. Vidljiv je eksponencijalan rast veli¢ine nanocestica s porastom
koncentracije polimera, a veli¢ina nanoCestica se kre¢e u rasponu od 72,0 nm i 281,1 nm. U
pravilu, PEGilirane nanoCestice pokazuju veci srednji hidrodinamicki promjer u odnosu na
nePEGilirane nanoCestice pri istoj koncentraciji polimera. U istrazivanju koje su proveli Iglesias
i sur. pri koristenju koncentracije polimera od 20 mg/mL veli¢ina PEGiliranih nanocestica je 184
nm, a nePEGiliranih 219 nm pri istim uvjetima. U odnosu na njihovo istrazivanje uocljivo je
znacajno odstupanje jer u gore navedenoj Tablici 4. postignuta je ta veli¢ina tek pri
koncentracijama polimera ve¢im od 40 mg/mL. Takoder, PEGilirane nanocestice su u prosjeku
za 9% vece od nePEGiliranih, osim pri koncentraciji polimera od 40 mg/mL u kojem slucaju su
one vece 38,7%. U istrazivanju koje su proveli Zabaleta i sur. pri koncentraciji polimera od 20
mg/mL veli¢ina nePEGiliranih nanocestica punjenih paklitakselom je 177 nm, a onih
PEGiliranih sa paklitakselom je 178 nm. Razlog takvih odstupanja u odnosu na dva provedena
istrazivanja moze biti kao posljedica razli¢itih Sarza nabavljenog polimera. S obzirom na
dobivenu zadovoljavajuc¢u veli¢inu nanocestica pri daljnoj optimizaciji svojstava nanocestica

koriStena je koncentracija polimera od 40 mg/mL.
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Slika 12. Utjecaj koncentracije PVMA/MA kopolimera u acetonskoj fazi tijekom pripreme
nanocestica postupkom desolvacije na srednji hidrodinamicki promjer (d), indeks
polidisperznosti (PDi) i zeta potencijal ({) Cestica. Brzina mijesanja uzorka iznosila je 600 rpm,

a brzina dodatka vode 3 mL/min..

Koncentracija polimera utjeCe i1 na polidisperznost nanocestica, koja raste s porastom
koncentracije polimera, dok je njen ucinak na vrijednost zeta potencijala zanemariv (Slika 12). S
obzirom na prikazane rezultate moze se zakljuciti kako koncentracija polimera od 45 mg/mL nije
pogodna za pripremu nanocestica jer rezultira nastajanjem polidisperznih ¢estica ¢ija je veliina
izvan zadanog raspona vrijednosti. Cini se da je maksimalna koncentracija PVMA/MA
kopolimera u sustavu koja rezultira nastajanjem nanocestica prihvatljive veli¢ine 40 mg/mL.
Kako bi se smanjila polidisperznost sustava pri navedenoj koncentraciji kopolimera, priprema je
ponovljena uz promjenu brzine mijesanja sustava tijekom procesa desolvatacije od 600, 800 i
1000 rpm. U Tablici 5. prikazan je utjecaj brzine mijeSanja na srednji dinamicki promjer (d),
indeks polidisperznosti (PDi) i zeta potencijal () pri koncentraciji polimera od 40 mg/mL i

brzini dodatka vode od 3 mL/min.
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Tablica 5. Utjecaj brzine mijesanja tijekom procesa pripreme nanocestica postupkom

desolvatacije uz koncentraciju PVMA/MA kopolimera od 40 mg/mL i brzinu dodatka vode od 3

mlL/min  na karakteristike nanocestica: srednji hidrodinamicki promjer (d), indeks
polidisperznosti (PDi) i zeta potencijal (().

Brzina NePEGiliranenanocestice PEGiliranenanocestice

mijesanja d (nm) PDi { (mV) d (nm) PDi C (mV)
(rpm)

600 172,9+1,8 | 0,234+0,011 | -38,2+0,8 | 239,8+1,3 | 0,327+0,024 | -39,1+0,7
800 193,4+0,7 | 0,348+0,059 | -37,8+1,1 | 231,2+3,9 | 0,300+0,020 | -33,6+0,4
1000 162.5+1,9 | 0,189+0,008 | -36,0+1,1 | 184,2+1,2 | 0,238+0,022 | -40,3+0,9

Iz prikazanih podataka vidljivo je da se kod visih koncentracija PVMA/MA kopolimera u

sustavu, veli¢ina nanocestica, kao i vrijednost indeksa polidisperznosti moze dodatno regulirati

promjenom brzine mijeSanja (Slika 13), dok vrijednost zeta potencijala ostaje nepromijenjena. S

obzirom na ciljane karakteristike nanocestica (veli¢ina Cestica <200 nm i PDi < 0.2), optimalnom

se pokazala brzina mijesanja od 1000 rpm uz koncentraciju polimera od 40 mg/mL i brzini

dodatka vode od 3 mL/min. Ovi rezultati mogu se pripisati ¢injenici da pri veéim

koncentracijama polimera i manjim brzinama mijeSanja se viSe polimera ugraduje 1 formira

nanocestice Sto rezultira porastom njihove veli¢ine i polidisperznosti, dok poveéanjem brzine

mijesanja se djelomi¢no sprjeCava ugradnja polimera u nanocestice te nastaju monodisperzne

Cestice manjeg srednjeg hidrodinamickog promjera.
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Slika 13. Utjecaj brzine mijesanja sustava tijekom pripreme nanocestica postupkom desolvacije
PVMA/MA kopolimera na srednji hidrodinamicki promjer (d), indeks polidisperznosti (PDi) i
zeta potencijal (¢) Cestica. Koncentracija polimera u uzorku iznosila je 40 mg/mL, a brzina

dodatka vode 3 mL/min.

4.2 Uklapanje melatonina u nanocestice

4.2.1 Odredivanje sadrzaja melatonina u uzorcima

Prvi korak u procesu ispitivanja uklapanja melatonina u nanocestice je razvoj i validacija
analiticke metode za odredivanje sadrzaja melatonina. Validacijom analitiCkog postupka se
utvrduje 1 dokumentira prikladnost ispitivanog analitickog postupka za odredenu primjenu.
Validacija analitickog postupka jam¢i da ¢e se u propisanim uvjetima njegove primjene dobiti
valjani rezultati. Prema zahtjevima Dobre proizvodacke prakse (GMP) i Dobre labaratorijske
prakse (GLP) postupci validacije su postali obaveza. Validaciju treba provesti pri razvoju i
uvodenju nove analiticke metode, kao i pri promjeni bilo kojeg dijela ve¢ validirane analiticke
metode. Analiticke znacajke koje se odreduju u postupku validacije su: preciznost, specificnost/
selektivnost, granica dokazivanja, granica odredivanja, linearnost i radno podrucje, tocnost i
izdrzljivost (otpornost). Koji parametri ¢e se ispitivati u postupku validacije, ovisit ¢e 0 namjeni

analiticke metode (Nigovi¢ i sur., 2014). Kalibracijski pravac prikazan je na Slici 14.

1.2

A278 nm

c/pg mL™
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Slika 14. Kalibracijski pravac melatonina u izmjeren pri 278 nm.

Preciznost analiticke metode ukazuje na slaganje niza ponovljenih mjerenja iz istog homogenog
uzorka pri propisanim uvjetima. Preciznost se moze iskazati kao ponovljivost, srednja preciznost
I obnovljivost. Ponovljivost izrazava podudaranje rezultata dobivenih istom metodom pri istim
uvjetima u kratkom vremenskom periodu. Na slici 15. prikazana je medudnevna ponovljivost
odredivanja sadrzaja melatonina UV/Vis spektrofotometrijskom metodom u vremenskom
periodu od 3 dana. Unutar jednog dana je mjerena apsorbancija za 3 razli¢ite koncentracije te su
se ta mjerenja ponavljala u idu¢a 2 dana. Iz grafickog prikaza je vidljivo da su vrijednosti
apsorbancije za pojedinu koncentraciju jednake. Time je zadovoljen parametar ponovljivosti jer

se pri istim uvjetima i koristeé¢i istu metodu dobivaju isti rezultati u kratkom periodu.

12 31 DAN1 [ DAN2 g2 DAN3
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Slika 15. Medudnevna ponovljivost UV/VIS spektrofotometrijskog odredivanja sadrzaja

melatonina.

Linearnost je svojstvo metode da unutar odredenog intervala daje vrijednosti koje su izravno
proporcionalne koncentraciji analita. Linearnost se moze odrediti iz kalibracijske krivulje
ovisnosti apsorbancije o koncentraciji analita i izrazava se koeficijentom korelacije regresijskog

pravca k, koji treba biti ve¢i od 0,999. Linearnost metode za odredivanja sadrzaja melatonina je
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0,9998 (Tablica 6.). Iz tog podatka je vidljivo kako je parametar linearnosti te metode

zadovoljen.

Tablica 6. Podaci dobiveni analizom kalibracijskog pravca melatonina.

ranica granica radno
koeficijent odsjecak na . g . odredivania odrudie
5 S Linearnost dokazivanja J p d
bazdarnog pravca ordinati il
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
0,02460 + 0,0001 0,0035 £ 0,0009 0.9998 0.01 0.03 1.00-40.00

Radno podrucje je raspon izmedu donje i gornje koncentracije analita unutar kojeg analiticka
metoda ima prihvatljive vrijednosti linearnosti, preciznosti 1 to¢nosti. Radno podrucje metode za

odredivanje sadrzaja melatonina iznosi 1,00-40,00 pg/mL (Tablica 6.).

Granica dokazivanja (limit of detection, LOD) je najniza koncentracija analita u uzorku koja se

moze dokazati, ali ne 1 odrediti, pri zadanim uvjetima. Racuna se prema jednadzbi:

3,3x0
a

LOD =

gdje je o standardno odstupanje odredenog broja mjerenja signala slijepog pravca, dok je a nagib
kalibracijskog pravca. Granica dokazivanja za odredivanje sadrzaja melatonina iznosi 0,01

pg/mL (Tablica 6.).

Granica odredivanja (limit of quantitation, LOQ) je najniZa koncentracija analita u uzorku koju
je moguce odrediti s prihvatljivom to¢noscu i preciznoscu pri zadanim uvjetima metode. Rac¢una

se prema jednadzbi:

L0Q=1OTX

gdje je o standardno odstupanje odredenog broja mjerenja signala slijepog pravca, dok je a nagib

kalibracijskog pravca. Granica odredivanja za sadrzaj melatonina iznosi 0,03 pg/mL (Tablica 6.).
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4.2.2 Fizikalno- kemijske karakteristike polianhidridnih Cestica s melatoninom

Melatonin je uklopljen u nePEGilirane i PEGilirane nanocestice koje su pripremljene
koristenjem niske (20 mg/mL) i visoke (40 mg/mL) koncentracije kopolimera, pri ¢emu su
pripremljene nanocestice manjeg (NP20 i PEGNP20) i veceg promjera (NP40 i PEGNP40). U
svim preparacijama, omjer koli¢ine melatonina i PVMA/MA kopolimera iznosio je 1:10. Cilj je
bio ispitati kakva se sposobnost uklapanja melatonina u nanocestice razli¢itih dimenzija. Osim
toga, nanocestice su liofilizirane te je ispitan utjecaj liofilizacije i saharoze kao Kkrioprotektanta

na fizikalnokemijska svojstva nanocestica. Rezultati su prikazani u Tablici 7.

Tablica 7. Fizikalno-kemijske karakteristike polianhidridnih nanocestica s melatoninom: srednji

promjer (d), indeks polidisperznosti (PDi) i zeta potencijal ({) prije i nakon liofilizacije.

d (nm) PDi € (mV)
Uzorak T - T - T -
prije lio nakon lio prije lio nakon lio prije lio nakon lio
NP20 72,5+1,3 65,5+4,1 0,092+0,004 0,811+0,125 | -40,2+2.3 -23,2+1,8
PEG NP20 | 76,7+0,5 92,943 0,086+0,009 0,874+0,187 | -37,5+1,3 -28,4+1,1
NP40 166,6+3,0 120,2+2,5 0,214+0,008 0,149+0,014 | -38,340,7 -31,4+1 .4
PEG NP40 | 185,7+2,3 191,245,3 0,236+0,060 0,224+0,002 | -41,2+0,9 -31,4+0,7

Uklapanjem melatonina u nePEGilirane i PEGilirane nanocestice doslo je do promjene njihovog
promjera koji je nesto manji nego kod nanocestica koje nisu sadrzavale melatonin (Tablica 3 i1
5), dok se vrijednosti indeksa polidisperznosti i zeta potencijala nisu znacajnije razlikovale. Pri
tome, PEGilirane nanocestice su neSto vecéeg promjera od nePEGiliranih nanocestica s
uklopljenim melatoninom, $to je u skladu s dosadaSnjim rezultatima ispitivanja. Liofilizacija je
utjecala na promjer nanocestica te je doSlo do znacajne promjene vrijednosti indeksa
polidisperznosti kod NP20 i PEG NP20 nanocestica, $to upucuje na agregaciju cestica tijekom
procesa liofilizacije. Takoder, liofilizacija je utjecala na smanjenje vrijednosti zeta potencijala, a
taj ucinak je bio izraZeniji kod manjih ¢estica (NP20 i PEG NP20). Navedeni rezultati pokazuju
da je potrebno dalje optimirati proces liofilizacije promjenom brzine smrzavanja uzorka kao i

koncentracije krioprotektanta
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Slika 16. Utjecaj postupka susenja smrzavanjem na srednji promjer (d), indeks polidisperznosti

(PDi) i zeta potencijal ({) razvijenih polianhidridnih nanocestica s melatoninom.

VeliCina nanocestica znacajno je utjecala na sposobnost uklapanja melatonina (Tablica 8.).
Nanocestice manjih dimenzija (NP20 i PEG NP20) uklapaju 54,5 do 59,2% manje melatonina u
odnosu na Cestice vec¢ih dimenzija (NP40 i PEG NP 40). Postotak uklapanja melatonina u NP40 i
PEG NP40 je u skladu s rezultatima drugih istrazivaca. Primjerice, uspjeSnost ukapanja
memantina u PVMA/MA nanocestice srednjeg promjera 179 nm iznosi 38.78+11.8 (Prieto i sur.,
2012). Nadalje, opazeno je da PEGilacija PVMA/MA kopolimera nepovoljno utjeCe na
uklapanje melatonina (Tablica 8.). S obzirom na sadrzaj melatonina u NP40 i PEG NP40
nanocesticama moguce je ocekivati povoljni terapijski ucinak melatonina nakon primjene na
sluznice usne S$upljine. Naime, prethodna istrazivanja su pokazala da topi¢ka primjena
formulacije s 1% melatonina na sluzice usne Supljine znacajno pridonosi lijeCenju bolesti
parodonta (Cutando i sur., 2013). No kako bi se sa ve¢om sigurno$¢u procijenio terapijski

potencijal razvijenih nanocestica s melatoninom, potrebna su daljnja istrazivanja.
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Tablica 8. Fizikalno- kemijske karakteristike polianhidridnih cestica s melatoninom: Prinos,

uklapanje i sadrzaj melatonina u nePEGilirane i PEGilirane nanocestice pripremljene

koristenjem razlicitih koncentracija PVYMA/MA kopilimera (20 i 40 mg/mL).

Uklapanje SadrZaj
Uzorak Prinos (%) . melatonina u NP
melatonina (%)
(mg/g)
NP20 64,07 15,61+£235 8,86
PEG NP20 65,47 12,83+2,85 7,12
NP40 68,10 34,37+4,74 12,62
PEG NP40 69,89 31,46+4,49 11,25
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ZAKLJUCCI

e Proces pripreme polianhidridnih nanocestica optimiran je promjenom brzine dodatka
vode i brzine mijeSanja tijekom procesa desolvatacije te promjenom koncentracije
PVMA/MA kopolimera u sustavu, a pratila se promjena srednjeg hidrodinamic¢kog
promjera, zeta potencijala i indeksa polidisperznosti pripremljenih nanocestica.

e Ciljana svojstva nanocestica (veli¢ina oko 200 nm i monodisperznost sustava)
postignuta su pri brzini dodatka vode od 3 mL/min, brzini mije$anja sustava od 1000
rpm te koncentraciji polimera od 40 mg/mL.

e Pripremom PEGiliranih i nePEGiliranih nanoCestica procesom jednostavne
desolvatacije pri zadanim uvjetima pripremljene su Cestice u rasponu veli¢ina od
162,5 + 1,9 do 184,2 + 1,2 nm, indeksa polidisperznosti od 0,189 + 0,008 do 0,238 +
0,022 te zeta potencijala od -36,0 + 1,1 do -40,3 £ 0,9.

e Proces liofilizacije uz saharozu kao krioprotektant nepovoljno utjece na fizikalno-
kemijske karakteristike nanoCestica te je potrebna njegova daljnja optimizacija.

e Postotak uklapanja melatonina u nanocestice ovisan je o dimenzijama nanocestica te
je uklapanje oko 50% vise u nanoCestice veceg promjera.

e Sadrzaj melatonina u nanocesticama je dostatan za postizanje povoljnih terapijskih
u¢inaka primjenom na sluznice usne Supljine.

e Potrebno je provesti dodatna istrazivanja kako bi se nedvosmisleno mogao potvrditi

terapijski potencijal razvijenih nanocestica s melatoninom.
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7. SAZETAK

Cilj ovog diplomskog rada bila je priprema mukoadhezivnih i mukopenetrativnih,
polianhidridnih nanocestica s melatoninom. Melatonin je endogeni spoj koji je pokazao
znaCajan terapijski potencijal u lijeCenju bolesti usne Supljine, stimulaciji imunoloskog
sustava te kao adjuvans u borbi protiv infekcija. Uklapanjem melatonina u nanocestice
omogucava se njegova apsorpcija kroz mukozu te izbjegavanje prvog prolaska kroz
metabolizam, brZi pocetak djelovanja i ciljano djelovanje. Oblaganjem povrSine nanocestica
polietilenglikolom moze se utjecati na njihov transport na sluznici te tako pripremiti
mukoadhezivne (nePEGilirane) i mukopenetrativne (PEGilirane) nanocestice. Pri tome je
nuzna optimizacija tehnoloSkog postupka pripreme s ciljem priprave nanocestica ciljanih
svojstava. Rezultati ispitivanja pokazuju da promjenom koncentracije polianhidridnog
polimera je moguce kontrolirati veli¢inu nanocestica, dok brzina dodatka vode i mijeSanje
sustava tijekom postupka desolvatacije u pravilu pridonosi nastajanju monodisperznih
nanocestica. NanocCestice Zeljenih svojstava pripremljene su pri brzini dodatka vode od 3
mL/min, brzini mijeSanja od 1000 rpm i koncentraciji polimera od 40 mg/mL te je postignuto
zadovoljavaju¢e uklapanje melatonina. PEGilirane 1 nePEGilirane nanocestice s
melatoninom u krutom stanju uspjesno su pripremljene postupkom liofilizacije i predstavljaju

potencijalno koristan terapijski sustav za lijeCenje bolesti usne Supljine.
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7. SUMMARY

The aim of this graduate thesis was the preparation of mucoadhesive and mucopenetrative
polyanhydride nanoparticles loaded with melatonin. Melatonin is an endogenous compound
that has shown significant therapeutic potential in the treatment of oral cavity diseases,
immune system stimulation acting as an adjuvant to combat infections. Encapsulation of
melatonin into the nanoparticles enhances its absorption through the mucus, avoiding the first
passage metabolism, thus providing faster onset and localised action. Coating of the
nanoparticle surface with polyethylene glycol can affect their transport through mucous.
Therefore, we have prepared mucoadhesive (non-PEGylated) and mucopenetrative
(PEGylated) nanoparticles. Technological process of nanoparticle preparation was optimised
with the aim of preparing the nanoparticles of the targeted properties. The results show that
by varying the concentration of polyhydric polymer is possible to control the size of
nanoparticles, while the rate of addition of water and the mixing rate of the system during the
desolvatation process is generally responsible for the formation of monodisperse
nanoparticles. The nanoparticles of targeted properties were prepared at a water addition rate
of 3 mL / min, a mixing rate of 1000 rpm and the polymer concentration of 40 mg / mL, with
a satisfactory melatonin encapsulation efficiency. PEGylated and non-PEGylated melatonin
nanoparticles in solid state are successfully prepared by lyophilization and represent a
potentially u seful delivery system for the treatment of oral cavity diseases.
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