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1. UVOD

1.1. MELATONIN

Melatonin (Slika 1.) je neurohormon indolske strukture (N-acetil-5-metoksitriptamin) koji u
ljudskom organizmu fizioloski sintetizira i izlu¢uje primarno epifiza (Claustrat 1 sur., 2005).
Lipofilnog je karaktera i ograni¢ene topljivosti u vodi — 0,1 mg/mL pri 25 °C (Sakellaropoulou
1 sur., 2022). Sekrecija melatonina regulirana je endogenim ,,satom* suprahijazmatske jezgre
(SCN) koja je smjeStena unutar hipotalamusa i upravlja svim cirkadijanim ritmovima (Ma i
Morrison, 2023). Sinteza zapocinje od molekule triptofana, uz serotonin kao meduprodukt koji
se uz pomo¢ enzima serotonin-N-acetil transferaze (NAT) i hidroksiindol-O-metil transferaze
(HIOMT) pretvara u melatonin (Klein i Weller, 1970). Transkripcija gena za ove enzime odvija
se u ciklusu dan/no¢ koji predstavlja glavni mehanizam regulacije izlu€ivanja melatonina. Ono
se znacajno suprimira pri akutnom izlaganju intenzitetu svjetlosti 2000-2500 lx, a umjerena
supresija je uocena i pri kontinuiranom izlaganju sobnom intenzitetu svjetlosti < 500 Ix, §to
moze uzrokovati poremecaje spavanja (Lewy i sur., 1980; Gooley i sur., 2011; Farhadi i sur.,
2016). Vrsne koncentracije u plazmi zabiljezene su u razdoblju izmedu 03:00 1 04:00 sata ujutro
1 iznose otprilike 10-80 pg/no¢ (Geoffriau 1 sur., 1999). Uz jednu od najvecih zabiljeZenih
amplituda u razini hormona, kod zdravih odraslih muskaraca dokazano je kako izlucivanje
melatonina slijedi dva mehanizma; vrlo niska bazalna sekrecija i glavna pulsatilna sekrecija,

¢iji je omjer medu pojedincima (interindividualno) varijabilan (Follenius i sur., 1995).
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Slika 1. Struktura melatonina



1.1.1. Mehanizam djelovanja

Zahvaljujuéi periodi¢nom izlu¢ivanju, melatonin se smatra endogenim sinkronizatorom c¢ija je
uloga stabilizirati cirkadijane ritmove, 24-satne cikluse fizioloSkih promjena i promjena u
ponaSanju izmedu stanja visoke i niske aktivnosti, te odrzati njihov medusobni odnos (Zisapel,
2018). Osnovni mehanizam djelovanja melatonina temelji se na Cetiri razli¢ita ucinka; vezanje
za unutarstani¢ne proteine (npr. kalmodulin), antioksidativni ucinak hvatanjem slobodnih
radikala i in vivo regulacijom enzima (npr. glutation peroksidaza), vezanje za nuklearne orphan
receptore za koje nisu poznate signalne molekule i vezanje za melatoninske receptore smjeStene
na plazmatskoj membrani (Cardinali i sur., 1997). Receptori za melatonin su transmembranski
receptori sa sedam zavojnica na koje su vezani G-proteini (GPCR), klasificirani su kao MT1 i
MT?2, i Siroko su rasprostranjeni u razli¢itim tkivima poput mozga, mreznice, limfocita itd.
(Ekmekcioglu, 2006; Liu i sur., 2016). Odgovorni su za pleiotropni u¢inak melatonina na
glavne fizioloske funkcije (regulacija tjelesne temperature i kardiovaskularnog sustava,
hemostaza, imunosni odgovor), stani¢ni ciklus (dioba) i biokemijske mehanizme (stanicno
disanje, zastita od oksidativnog stresa), koji imaju cirkadijana obiljeZja i podloZni su sezonskim
promjenama u duljini trajanja dana (Macchi i Bruce, 2004; Hardeland i sur., 2011; Claustrat i
Leston, 2015). Lipofilni karakter melatoninu omogucava prolazak kroz razli¢ite membrane,
izmedu ostalog kroz krvno-mozdanu barijeru u CNS gdje djeluje neuroprotektivno, iako je

prolazak u CNS ograni€en primjenom oralnih oblika zbog topljivosti (Lee 1 sur., 2019).

Primjena melatonina pokazala je vrlo dobru ucinkovitost i sigurnost u razli¢itih dobnih skupina,
bez klini¢ki znacajnih Stetnih ucinaka 1 promjena u fizioloskim i biokemijskim parametrima. S
obzirom na njegovu ulogu u odrZavanju cirkadijanih ritmova, indirektno u odrZzavanju pravilne
arhitekture 1 kvalitete sna, njegov ucinak je prepoznat u lijeCenju poremecaja spavanja poput
nesanice, poremecaja disanja tijekom spavanja, hipersomnolencije, poremecaja cirkadijanog
ritma (spavanje-budnost) i razli€itih klinickih oblika parasomnije (Xie 1 sur., 2017). U¢inak
kojim melatonin djeluje antioksidativno i sprjecava slabljenje fizioloSkih funkcija, a posebno u
razli¢itim regijama mozga, dokazan je u brojnim istrazivanjima ishemije 1 reperfuzije. Osim
toga, sudjeluje u zastiti organizma od upale, stani¢ne apoptoze 1 ekscitotoksi¢nosti pomazuci

ujedno i u obnavljanju funkcije stanica 1 tkiva (Reiter i sur., 2016; Alghamdi, 2018).



1.1.2. Terapijske mogucnosti nazalne primjene

Nazalna primjena lijekova predstavlja ucinkovit 1 neinvazivan put primjene Sirokog spektra
djelatnih tvari za postizanje primarno lokalnog, ali i sistemskog ucinka uz zaobilaZenje
metabolizma prvog prolaska kroz jetru, te s potencijalom izravne dostave lijeka u mozak
zaobilaze¢i krvno-mozdanu barijeru (Illum, 2004; Costantino i sur., 2007). Velika povrSina
epitela sluznice (mukoze) nosne Supljine, velika permeabilnost 1 opsezna vaskularizacija
omogucavaju sistemsku dostavu i brz pocetak djelovanja lijeka (Wu 1 sur., 2023). Apsorpcija
tako primijenjenog lijeka ovisit ¢e o patofizioloSkom stanju sluznice, svojstvima lijeka i
farmaceutskom obliku s obzirom na to da neki od oblika, poput kompleksa s ciklodekstrinima,
mikrosfera i liposoma, mogu povecati ucinak transmukozne dostave lijeka (Song 1 sur., 2004;
Nizi¢ Nodilo i sur., 2021). Izravna dostava lijeka u srediSnji Ziv€ani sustav (CNS) ukljucuje dva
moguca mehanizma transporta; difuzijom kroz epitel (npr. lipofilni lijekovi i male bioloske
molekule) ili transneuronskim putem duz aksona olfaktornog Zivca i ogranaka trigeminalnog
zivca smjeStenih u olfaktornom 1 respiratornom podrucju nosne Supljine (Hafner i sur., 2014;
Nance 1 sur., 2022). Lokalnom primjenom omogucava se smanjenje doze lijeka, koja je
potrebna za postizanje lokalnog ucinka, i smanjenje s njom povezanih sistemskih nuspojava.
Sve navedene prednosti, uz jednostavnost samoprimjene, u konacnici mogu rezultirati
pove¢anom adherencijom pacijenata, pogotovo onih s poremecajima gastrointestinalnog

sustava, u lije¢enju razli¢itih akutnih i kroni¢nih bolesti (Lofts i sur., 2022).

Uc¢inak melatonina ovisit ¢e o tome je 1i prisutan u fizioloskim (30—400 pM) ili farmakoloskim
(1-1000 nM) koncentracijama. Primjena melatonina u dozama koje su nekoliko redova veli¢ina
vece od vrine no¢ne koncentracije osigurat ¢e u kratkom vremenu suprafizioloske razine koje
¢e djelovati na MT receptore snaznijom desenzitizacijom 1 duljim vremenom oporavka, no s
ocuvanom ucinkovito§¢u nakon ponovljene primjene i bez povratnog rebound ucinka prilikom
ukidanja lijeka (Lemoine i sur., 2011; Claustrat i Leston, 2015; Nikolaev i sur., 2021). S obzirom
na poluvrijeme eliminacije, primjena melatonina naj¢esce je preporuc¢ena 45 min prije Zeljenog
ucinka (Harpsee i sur., 2015). U kontekstu nazalne primjene, Bechgaard i suradnici (1999) su
pokazali kako je bioraspolozivost nakon primjene otopine melatonina za nos (50 pL) u kunica
iznosila 55 % bez dodatka i 94 % uz dodatak natrijevog glikolata, u odnosu na bioraspolozivost
nakon oralne primjene koja je iznosila manje od 10 % (Lane i Moss, 1985; Bechgaard i sur.,
1999). Relativno visoka bioraspolozivost 1 bez dodatka pojac¢ivata moze se objasniti

lipofilno$¢u i malom veli¢inom molekule melatonina, ukazujuéi na terapijski potencijal nazalne



primjene uz potreban razvoj prikladnog farmaceutskog oblika s u€inkovitom dozom lijeka u

ograni¢enom volumenu (do 200 pL po nosnici) tekuceg pripravka (Gao i sur., 2020).

1.1.3. Stanje na trziStu lijekova i dodataka prehrani

U RH su trenutno odobrena tri lijeka koja sadrze melatonin kao djelatnu tvar. Svi su odobreni
centraliziranim postupkom, tj. odlukom Europske komisije na temelju stru¢ne ocjene Europske
agencije za lijekove (EMA). Svima su im zajednicki farmaceutski oblik (tableta s produljenim
oslobadanjem), nacin izdavanja (na recept) i ATK skupina (NOSCHO1; psiholeptici, agonisti

® su odobreni kao monoterapija za

melatoninskih receptora). Circadin® i Melatonin Neurim
kratkotrajno lijeCenje primarne insomnije, koju karakterizira loSa kvaliteta sna, u bolesnika u
dobi od 55 ili vise godina, dok je Slenyto® odobren za lije¢enje nesanice u djece i adolescenata
u dobi od 2 do 18 godina s poremecajem iz spektra autizma (engl. Autism Spectrum Disorder,
ASD) u kojih su mjere higijene spavanja nedovoljne, uz preporuku za prosirenje terapijske
indikacije na neurogeneticke poremecaje s abnormalnim dnevnim izlu¢ivanjem melatonina i/ili

no¢nim budenjima koju je Povjerenstvo za humane lijekove (engl. Committee for Medicinal

Products for Human Use, CHMP) objavilo u srpnju 2024. (www.halmed.hr; www.ema.europa.eu).

Medutim, pripravci s melatoninom koji se nalaze u ljekarni ve¢inom su registrirani kao dodaci
prehrani koji se smatraju koncentriranim izvorima tvari prehrambenog ili fizioloskog ucinka 1
koji podlijezu manje striktnim regulatornim zahtjevima prilikom stavljanja na trziste. Trenutno
se oko 50 razli¢itih pakiranja nalazi na hrvatskom trzistu. Od farmaceutskih oblika prevladavaju

tablete, zatim slijede kapsule, sprej 1 tablete za zvakanje (https://sissijavneusluge.dirh.hr).

1.2. NANOSUSPENZIJE

Norio Taniguchi, japanski znanstvenik, prvi je 1974. upotrijebio pojam ,,nanotehnologija* kako
bi opisao izradu materijala specifi¢nih svojstava s nanometarskom precizno$¢u na razini atoma
1 molekula (Taniguchi, 1974; Bayda i sur., 2019). Nanosuspenzije, kao jedan od inovativnih
sustava za isporuku lijeka, koloidne su disperzije teSko topljivih djelatnih tvari usitnjenih do
nanometarskih dimenzija 1 formuliranih uz pomo¢ povrSinski aktivnih tvari i/ili polimera kao
stabilizatora (Jacob 1 sur., 2020). Medusobno se razlikuju s obzirom na metodu priprave,
pomocéne tvari, svojstva kona¢nog farmaceutskog oblika i put primjene. Sastavljene su od

nanocestica koje je teSko univerzalno definirati zbog multidisciplinarne primjene, no
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prihvaceno je kako se radi o submikronskim ¢esticama veli¢ine < 1000 nm u svim dimenzijama
(Malamatari 1 sur., 2018). Smanjenjem veli¢ine Cestica povecava se njihova specificna
povrsina, brzina otapanja i topljivost, §to posebno predstavlja jednu od strategija razvoja
formulacija djelatnih tvari za oralnu primjenu koje se na temelju biofarmaceutske klasifikacije
tvari (engl. Biopharmaceutics Classification System, BCS) svrstavaju u klasu II (slabo topljive,
dobro permeabilne) ili u klasu I'V (slabo topljive, slabo permeabilne) (Merisko-Liversidge i
Liversidge, 2011). Velik udio (> 50 %) danas otkrivenih lijekova slabe je topljivosti u vodi,
stoga formulacija karakterizirana pove¢anom brzinom otapanja predstavlja jedan od izazova u

razvoju novih lijekova (Han i sur., 2023).

Prednosti nanosuspenzija dosad su Siroko istrazivane u kontekstu oralne, oftalmicke i
inhalacijske primjene, a sve viSe se otkriva njihov terapijski potencijal i kod ostalih putova
primjene poput topikalne, bukalne, nazalne, transdermalne i izravne dostave u mozak, koji
mogu osigurati lokalni ili sistemski uc¢inak lijeka. Za njihovu pripravu koristi se vise metoda
(engl. bottom-up ili top-down). Pri razvoju formulacije odabiru se pomoc¢ne tvari s obzirom na
zeljeni ucinak (stabilizatori, organska otapala, surfaktanti, kosurfaktanti, krioprotektori,
osmotski aktivne tvari). Nanosuspenzije mogu biti podvrgnute razliitim procesima (susenje
smrzavanjem, susenje raspr§ivanjem, smrzavanje rasprsivanjem) kojima se iz tekuceg prevode
u ¢vrsti oblik kako bi im se povecala dugorocna stabilnost i kako bi se mogli lakSe uklapati u

ostale farmaceutske oblike (Patravale i sur., 2004; Pimar i sur., 2023).

1.2.1. Vlazno mljevenje

Metode priprave nanosuspenzija dijele se u dvije skupine, ovisno o pristupu. U bottom-up
procesu (npr. precipitacija) Cestice iz molekularne disperzije kondenzacijom/agregacijom rastu,
a u ceS¢e primjenjivanom top-down procesu (npr. mljevenje) rastavljanjem/raspadanjem se

smanjuju do nanometarskih dimenzija (Patel 1 Agrawal, 2011; Ahmadi Tehrani 1 sur., 2019).

Vlazno mljevenje je metoda kojom se veli¢ina Cestica djelatne tvari dispergirane u vodenom
mediju uz dodatak kuglica za mljevenje i uslijed rotacije smanjuje zbog sudara i trenja izmedu
Cestica medusobno, izmedu Cestica 1 okolnog medija s kuglicama te izmedu Cestica 1 stijenki
posude (George i Ghosh, 2013). Kriticnim procesnim parametrima pokazali su se volumen
punjenja, veli¢ina kuglica za mljevenje i materijal od kojeg su proizvedene, brzina mljevenja i
duljina trajanja mljevenja (Peltonen 1 Hirvonen, 2010; Pmar 1 sur., 2022). Niska potroSnja

energije, jednostavno uvecanje mjerila proizvodnje (engl. scale-up), male varijacije izmedu
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proizvodnih serija i kapacitet obrade vece koli¢ine uzorka ¢ine ovu metodu izrazito pogodnom

za razvoj formulacija i industrijsku proizvodnju (Jacob i sur., 2020).

Nanonizacijom Cestica dolazi do pozitivne promjene Gibbsove slobodne energije i rezultat toga
je termodinamicki nestabilna formulacija ¢ije su Cestice podlozne agregaciji kako bi se smanjila
medufazna napetost (Van Eerdenbrugh i sur., 2008; Wang i sur., 2013). U svrhu stabilizacije
nanosuspenzija pripravljenih metodom vlaznog mljevenja koriste se pomoc¢ne tvari koje ¢e
elektrostatiCkim (nabijene povrSinski aktivne tvari) 1/ili sterickim (neutralne povrSinske aktivne
tvari 1 polimeri) interakcijama biti prepreka aglomeraciji cestica (Ghosh i sur., 2011).
Mehanizmu stabilizacije, a posljedicno razvoju proizvoda Zzeljene veliine Cestica nakon
mljevenja 1 dugorocne stabilnosti, najviSe pridonose morfoloska svojstva pocetnog materijala,
povrsinska svojstva, stupanj hidrofobnosti i vrijednost entalpije djelatne tvari te fizicka svojstva
stabilizatora Ciji odabir ¢e utjecati na medusobnu interakciju kao jedan od najvaznijih

¢imbenika u osiguravanju stabilnosti nanosuspenzija (George i Ghosh, 2013).

1.2.2. Fizicko-kemijska karakterizacija

Metoda izrade nanosuspenzije i izbor pomo¢nih tvari utjecu na udio dispergirane djelatne tvari,
fiziku stabilnost, in vivo bioraspolozivost 1 sigurnost primjene formulacije (Yang 1 sur., 2008;
Sattar 1 sur., 2017). Fizicko-kemijska karakterizacija u procesu razvoja nanosuspenzija
obuhvaca odredivanje njihovih kriti€nih znacajki kvalitete (engl. critical quality attributes,
CQA) — velicine cestica, raspodjele veli¢ina Cestica, zeta-potencijala Cestica 1 njihovih

morfoloskih karakteristika (Gao 1 sur., 2008; Patel 1 Agrawal, 2011; George 1 Ghosh, 2013).

Raspodjela veli¢ina Cestica izraZzava se indeksom polidisperznosti (engl. polydispersity index,
PDI), bezdimenzijskom veli¢inom koja sluzi za procjenu Sirine 1 homogenosti raspodjele
veli¢ina Cestica. Indeks PDI izmedu 0,1 i 0,25 oznacava usku, a iznad 0,5 relativno Siroku
raspodjelu (Lakshmi i Kumar, 2010; Danaei i sur., 2018). NajceS¢e tehnike mjerenja veliCine
Cestica su dinamicko rasprSenje svjetlosti (engl. dynamic light scattering, DLS) poznato i kao
fotonska korelacijska spektroskopija (engl. photon correlation spectroscopy, PCS), zatim
laserska difraktometrija (engl. laser diffractometry, LD), svjetlosna mikroskopija i brojanje
primjenom Coulterovog nacela (Aldeeb i sur., 2024). Fotonska korelacijska spektroskopija
temelji se na dinamickom rasprSenju zrake svjetlosti odredene valne duljine na Cesticama u
nasumi¢nom gibanju (Brownovo gibanje) koje ovisi o veli¢ini Cestica, temperaturi 1 viskoznosti

medija (Stetefeld 1 sur., 2016). Rezultati dobiveni analizom su z-prosjek uzorka, srednji promjer
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ponderiran intenzitetom ukupne populacije Cestica, 1 indeks polidisperznosti (Mishra i sur.,
2009; Granata i sur., 2022). Prednosti ove tehnike su jednostavno mjerenje koje zahtijeva male
volumene uzorka bez potrebne prethodne kalibracije, precizna i pouzdana analiza, Siroka
primjena i radno podrucje (< 1 nm do 10 um) zbog kojeg je njezina primjena uobicajena u
karakterizaciji Cestica nanometarskih dimenzija u teku¢em mediju (Jans i1 sur., 2009).
Nedostatak je velika osjetljivost na necistoce, otezano mjerenje netransparentnih uzoraka sa
Sirokom raspodjelom veliCina Cestica ili nakupinama Cestica (Malm i Corbett, 2019; Wishard i
Gibb, 2019). S druge strane, laserska difrakcija kao tehnika ima prednost nad ostalima zbog
svoje robusnosti 1 neinvazivnosti, mogucnosti analize Cestica Sireg raspona veli¢ina (Keck,
2010). Ona se temelji na principu usmjeravanja laserske zrake na Cestice pri ¢emu dolazi do
rasprsenja, refleksije ili transmisije fotona, a rasprSena svjetlost se zatim detektira pod razli¢itim
kutovima (Singh, 2016). Izmjereni kutovi su obrnuto proporcionalni veli€ini Cestica izrazenoj
uz pomo¢ volumnih promjera — Dy10, Dy50 i Dy90 (Tanaka i sur., 2022). Sve su ovo
prvenstveno at-line ili off-line tehnike uz koje se mjerenje vrsi u odgodenom vremenu, ne
prate¢i odvijanje samog procesa usitnjavanja. U slu¢aju aglomeracije Cestica uslijed nedovoljno
kontroliranog i predugog usitnjavanja, ili prevelikog sadrzaja ¢vrste tvari u suspenziji, rezultati
mjerenja mogu biti neujednaceni. lako laserska difrakcija predstavlja vaznu laboratorijsku
tehniku za odredivanje raspodjele veli¢ina Cestica djelatne tvari tijekom mljevenja, u fokusu su
on-line mjerenja u stvarnom vremenu implementirana njihovim usavrSavanjem ili primjenom,
primjerice, bliske infracrvene (IR) spektroskopije kako bi se iz vremenskih i ekonomskih

razloga optimiziralo trajanje procesa (Higgins 1 sur., 2003).

Zeta-potencijal (€) je drugi vazan parametar koji se razmatra u koloidnim sustavima. Javlja se
na granici difuznog sloja Cestice 1 odreduje do koje razine ¢e se sli¢no nabijene susjedne Cestice
medusobno odbijati. Veli€ina zeta-potencijala primarno sluzi kao indikator dugoro¢ne fizicke
stabilnosti nanosuspenzija, dok je elektrostaticka stabilnost povezana s elektricnim svojstvima
na povrsini ¢estica uvjetovana disocijacijom nabijenih funkcionalnih skupina koja ovisi o pH
medija 1 pKa molekula djelatne tvari (Jacob i sur., 2020). Zeta-potencijal nanosuspenzija
stabiliziranih isklju¢ivo elektrostatskim odbijanjima trebao bi iznositi otprilike + 30 mV. U
slucaju kombinirane elektrostatske 1 steriCke stabilizacije, uslijed adsorpcije neionskih
surfaktanata ili polimera i prekrivanja povrsine Cestica, ciljna vrijednost zeta-potencijala iznosi
+ 20 mV, s time da je poZeljna vecéa apsolutna vrijednost zeta-potencijala buduci da su ona i
stabilnost suspenzije proporcionalne (Jacobs 1 Miiller, 2002; Németh i sur., 2022). Odredivanje

zeta-potencijala temelji se na pokretljivosti nanocestica (elektroforetska mobilnost) na temelju



Dopplerovog efekta upotrebom lasera (engl. laser Doppler velocimetry, LDV) kada se pomoc¢u
elektroda na uzorak primijeni elektri¢no polje. Izmjerena elektroforetska pokretljivost se zatim
preko Helmholtz-Smoluchowski ili Henryjeve jednadzbe preracunava u zeta-potencijal

(Makino i Ohshima, 2010; Clogston i Patri, 2011).

1.2.3. Nanotehnologija u kontekstu nazalne primjene

Nanocestice se 1 dalje smatraju inovativnim terapijskim sustavima ¢ije se mogucénosti vezano
za dostavu lijekova jos uvijek istrazuju. Osim Sto mogu povecati topljivost lijeka, ucinak
nanocestica ukljucuje 1 poboljSan terapijski indeks lijeka postignut smanjenjem terapijske
toksic¢nosti ili pove¢anjem ucinkovitosti, ciljanu isporuku, kontroliranu brzinu oslobadanja,
prikladnost za razli¢ite putove primjene i u konacnici smanjenje troSkova zdravstvene zastite
(Zhang 1 sur., 2008a; Gatto 1 Najahi-Missaoui, 2023). Vrijednost trZiSta nanosustava je 2009.
iznosila 53 milijarde USD, a do 2025. se predvida njezin ukupni rast do 334 milijarde USD §to
ukazuje na velik interes za razvoj i klini¢ku primjenu nanosustava, medutim pravu vrijednost
za zdravstveni sustav potrebno je tek odrediti analizom troSka i u€inkovitosti (Bosetti 1 Jones,
2019). Prvi nanolijek odobren 1995. od strane Americke agencije za hranu i lijekove (FDA) bio
je Doxil, lijek za lijeCenje raka jajnika, Kaposijevog sarkoma i multiplog mijeloma (Anselmo i
Mitragotri, 2016). Na trziStu je 2022. bilo odobreno oko 100 nanolijekova 1 jo§ ih se 563
nalazilo u klini¢kim ispitivanjima, od ¢ega 33 % u fazi I te 21 % u fazi II. Uglavnom su razvijeni
u obliku liposoma ili lipidnih nanocestica (33 %), primarno koristenih i istraZivanih za lijeCenje

raka (53 %) (Shan i sur., 2022).

Nazalna primjena lijekova zasad je najviSe iskoriStena u lijjeCenju lokalnih bolesti nosne
sluznice (alergija, kongestija, infekcije). Medutim, sve vecu paznju dobiva nazalna primjena
cjepiva s obzirom na ulazak brojnih patogenih mikroorganizama preko sluznica respiratornog
sustava. Nadalje, terapijski potencijal nazalne primjene lijekova poput melatonina intenzivno
se istrazuje za lijeCenje mentalnih 1 neurodegenerativnih poremecaja poput nesanice,
Parkinsonove bolesti i Alzheimerove bolesti (Illum, 2003). Bhavna i suradnici (2014) istrazivali
su razvoj nanosuspenzija s donepezilom za nazalnu primjenu. Pripravom nanosuspenzija
postignuta je prosjecna veli¢ina Cestica od 150 do 200 nm 1 indeks polidisperznosti 0,341.
Rezultati dobiveni in vivo studijama u Stakora pokazali su triput ve¢u koncentraciju donepezila
u mozgu postignutu nazalnom primjenom nanosuspenzija u odnosu na primjenu

konvencionalnih suspenzija istim putom, dok je vr$na koncentracija cmax 1znosila dvadeset puta



viSe 1 postignuta je u triput kra¢em vremenu tmax. U studijama sigurnosti nije bilo zabiljeZenih
slu¢ajeva mortaliteta ili toksi¢nosti, ukazuju¢i na zadovoljavajuéi sigurnosni profil uz

postizanje viSih koncentracija u mozgu u usporedbi s drugim oblicima (Bhavna i sur., 2014).

Zanazalnu primjenu pozeljno je da nanocestice budu veli¢ine 100-400 nm, razvijene uz pomo¢
biokompatibilnih i biorazgradljivih pomo¢nih tvari, ispitanog profila sigurnosti, uz optimalno
oslobadanje lijeka u fizioloSkim uvjetima (Sonvico i sur., 2018). De Oliveira Junior i suradnici
(2019) pripravili su nanocestice s uklopljenim melatoninom za izravnu dostavu lijeka iz nosne
Supljine u mozak. Tween (polisorbat) 80 prisutan u formulaciji poboljSao je prolazak
nanocestica kroz nosnu sluznicu, modifikacijom povrsine ¢estica omogucio njihovu interakciju
1 prodiranje u olfaktorne epitelne stanice, te sterickom stabilizacijom sprije¢io medusobnu
interakciju 1 agregaciju. U usporedbi sa slobodnim lijekom, melatonin uklopljen u nanocestice
pokazao je pri manjim dozama selektivan uc¢inak u lije¢enju glioblastoma uz postignute visoke

koncentracije melatonina u mozgu nakon nazalne primjene (De Oliveira Junior i sur., 2019).

1.3. SUSENJE SMRZAVANJEM
1.3.1. Povijesni pregled i usavrSavanje metode

Susenje smrzavanjem u povijesti je, kao jedna od metoda ¢uvanja hrane, poznato ve¢ tisucama
godina. Intuitivno su ga koristili narodi poput Eskima, koji su ribu ¢uvali u hladnim vodama
arktickog podrugja, 1 Inka, koji su svoje usjeve ¢uvali na visokim nadmorskim visinama, ¢ime
su ith nesvjesno pri snizenim vrijednostima temperature 1 tlaka prvo smrzavali 1 zatim suSili

uslijed djelomi¢nog isparavanja ili sublimacije vode (Varshney i Singh, 2015).

Richard Altmann, njemacki patolog i histolog zasluzan za citoloski opis mitohondrija u stanici
(Vyas 1 sur., 2016), 1890. je prvi objavio primjenu metode suSenja smrzavanjem u svojim
istrazivanjima bioloskih tkiva (Corver, 2009). Stani¢ne uzorke je pripremao u uvjetima

snizenog tlaka i pri temperaturi od -20 °C u eksikatoru (Paresishvili i Kakabadze, 2024).

Benedict i Manning su 1905. u svrhu susenja zivotinjskog tkiva prvi opisali primjenu kemijske
pumpe koja je radila na principu istiskivanja zraka iz komore parama etilnog etera i zatim
njihovom apsorpcijom u zasebnu komoru s koncentriranom sumpornom kiselinom (Jennings,
2013). Nekoliko godina kasnije, L. F. Shackell je istrazivao procesne parametre i unaprijedio
metodu u odnosu na tada uobicajeno susenje iskljuc¢ivo u vakuumu otkrivsi kako smrzavanje

uzorka prije izlaganja vakuumu smanjuje moguénost narusavanja strukture, a brzo snizavanje
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tlaka prvi put je postignuto uz pomo¢ modificirane mehanicke vakuumske pumpe (Shackell,
1909). Princip rada i dijelovi prve mehanicke pumpe usporedivi su s dijelovima danasnjih

liofilizatora: komora za susenje, kondenzor i vakuumska pumpa (Jennings, 2013).

Susenje smrzavanjem imalo je svoju Siroku primjenu posebno tijekom Drugog svjetskog rata u
kojem je americka vojska koristila osuSenu ljudsku plazmu za saniranje ozljeda i1 zbrinjavanje
zrtava (Glassberg i sur., 2013). Istovremeno su znanstvenici E. B. Chain 1 H. W. Florey ovom
metodom uspjesno procistili penicilin iz tekuce hranjive podloge s plijesnima, povecali njegovu
potentnost u lijeCenju septikemije i omogucili masovnu proizvodnju, za §to su 1945. uz A.

Fleminga osvojili Nobelovu nagradu za fiziologiju ili medicinu (Greaves, 1968; Gaynes, 2017).

Za suSenje smrzavanjem danas se upotrebljava i pojam liofilizacija grckog korijena koji se prvi
put spominje 1938. u znanstvenom casopisu The Journal of Allergy (Langner i Kern, 1938).
Uzevsi u obzir poroznu strukturu osuSenog materijala i njegov visok afinitet prema otapalu, u
kojem je prije suSenja bio dispergiran, znanstvenik L. R. Rey je u svom radu 1960-ih godina
opisao svojstvo ,.liofilnog* kao onog Sto spremno resorbira otapalo i obnavlja se u inicijalno
tekuce stanje (Varshney i Singh, 2015). Rey je zasluzan i za organizaciju niza simpozija na temu
liofilizacije, istrazivao je primjenu metode na uzorcima s nevodenim otapalima i potaknuo

ostala istraZivanja za bolje razumijevanje termodinamike i procesnih uvjeta (Couriel, 1980).

1.3.2. Osnove i tijek liofilizacije

U meduvremenu, otkad je Shackell 1909. prvi upotrijebio liofilizaciju za suSenje proteina, ona
je prerasla u vaznu laboratorijsku metodu koja se, izmedu ostalog, danas koristi za: 1) ocuvanje
morfoloskih 1 biokemijskih karakteristika te fizioloSke aktivnosti razli¢itih bioloskih uzoraka
poput bakterija 1 virusa (Greiff 1 Pinkerton, 1954b) 1 2) povecanje fizicke 1 kemijske stabilnosti
otopina ili suspenzija djelatne tvari, pri ¢emu na rekonstituciju i/ili infektivnost osuSenog
materijala utjeCu parametri smrzavanja i suSenja (Harris i Shackell, 1911; Greiff i sur., 1954a).
Osnovni princip liofilizacije uzoraka (Slika 2.) isti je ve¢ desetlje¢ima, a proces se moze sazeti

u nekoliko kljuénih koraka (Rey, 1990; Abdelwahed i sur., 2006b; Degobert i Aydin, 2021):

1. priprema —razvoj formulacije optimalne koncentracije djelatne tvari u teku¢em mediju
s pomo¢nim tvarima zeljenog ucinka (npr. puferi, punila, stabilizatori, konzervansi)
2. smrzavanje — hladenje u kojem se odvija nukleacija leda (nastanak jezgre kristalizirajuce

tvari), rast kristala 1 povecanje viskoznosti uslijed promjene koncentracijske raspodjele
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otopljene tvari u matriksu koji se zatim skrutnjava i inhibira daljnju kristalizaciju leda.

Uzorak je razdvojen na kristalini¢nu fazu leda i amorfnu fazu maksimalno koncentrirane

otopljene tvari obiljeZzenu staklastim prijelazom pri temperaturi T,'. Faza smrzavanja

odvija se pri atmosferskom tlaku, a rezultat je ve¢inom fazni prijelaz iz vode u led (¢vrsto

agregatno stanje). Voda koja na kraju zaostane u teku¢em stanju naziva se vezana voda.

suSenje pod vakuumom

a)

b)

primarno susSenje (sublimacija leda) — izravni prijelaz iz leda u vodenu paru ispod
trojne tocke vode uz utroSak energije koja se u obliku topline prenosi do spremnika
(endoterman proces). Potrebna je umjereno povisena temperatura kako ne bi doslo
do taljenja leda i kolapsa uzorka. Susenje zapocinje u gornjim i nastavlja se prema
donjim slojevima, a nastala vodena para prolazi kroz osuSeni dio uzorka. Nastaje
struktura s porama na ¢ijem mjestu su se prethodno nalazili kristali leda. Ova faza se
odvija u uvjetima snizenog tlaka koji je postignut uz pomo¢ vakuumske pumpe kako
bi postignuti tlak u komori bio nizi od parcijalnog tlaka para iznad povrsine leda.

sekundarno suSenje (desorpcija vode) — uklanjanje posljednjih 15-ak % adsorbirane
vode koja je zaostala u fazi smrzavanja. Isparavanje snaznije vezanih molekula vode
s povrsine zahtijeva vecu koli¢inu energije kako bi ih se razdvojilo od ¢vrstog uzorka,
stoga se ova faza odvija pri viSim temperaturama (< T,') i nizem tlaku u odnosu na

uvjete tijekom sublimacije. Ova faza traje krac¢e u odnosu na primarno susenje.

skladiStenje — hermeti¢ko zatvaranje spremnika, po moguénosti u uvjetima inertnih

plinova (npr. dusik, argon) radi prevencije ulaska zraka 1 destabilizacije osuSenog uzorka.

Nevezana Vezana
++» vlaga uklonjena f‘f.f‘ vlaga uklonjena
(i
= = = = =
T IR 1T TT
e _— } _— E—
= eusiimcys
= — '\'ﬂ"? —_— b
fo:r?wELIIg?ija Smrzavanje Primarna susenje Sekundamo susenje Uk‘;gg‘le
30
20
g 10
e
3 0
il
) 10 I
[-%
§ 20
30
-40
o] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vrijeme (h)

Slika 2. Shematski prikaz procesa liofilizacije (napravljeno u www.biorender.com)
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Prednosti liofilizacije su suSenje pri vrlo niskim temperaturama, zbog cega je prikladna za
suSenje termolabilnih tvari, 1 nastanak porozne strukture liofilizata (tzv. struktura kolaca) koja
omogucava jednostavnu rekonstituciju. Nedostatak je sklonost ¢estica agregaciji koja se javlja
kao posljedica stresa prilikom smrzavanja, kada dolazi do zadrzavanja Cestica u prostorima
izmedu kristala leda, smanjene medusobne udaljenosti i vece vjerojatnosti interakcija, ili

prilikom sublimacije i uklanjanja smrznutog otapala (Jakubowska i sur., 2022).

Uredaj u kojem se prvenstveno odvija suSenje uzorka zove se liofilizator. Sastoji se od nekoliko
osnovnih dijelova: komore za susenje s policama, sustava za zagrijavanje i dovodenje topline,
sustava za postizanje niskog tlaka (vakuumska pumpa), kondenzora uz pomo¢ kojeg se vodena
para nastala sublimacijom sakuplja 1 uklanja iz komore za suSenje te pripadajuc¢eg rashladnog

sustava koji odrzava temperaturu kondenzora (Zhao i sur., 2022).

Sustav za zagrijavanje vazan je zbog endotermnih procesa u kojima se trosi toplina — sublimacija
leda (primarno susenje) i isparavanje vode (sekundarno susenje). Prijenos topline do spremnika
sa smrznutim uzorkom odvija se uz tri razli¢ita mehanizma; izravnom kondukcijom izmedu
spremnika i police s kojom je spremnik u kontaktu, radijacijom putem elektromagnetskog
zracenja koje prodire iz zidova komore i kondukcijom koja se odvija sudaranjem molekula plina

medusobno i sa stijenkama spremnika (Briills i Rasmuson, 2002; Palmkron i sur., 2022).

Cilj liofilizacije nanocestica je: 1) porozna struktura liofilizata, brza rekonstitucija suspenzije;
2) ocuvanje fizi¢ko-kemijskih svojstava osusenog proizvoda (npr. veli¢ina Cestica); 3) mali udio
ostatne vlage (<2 %) i 4) dobra dugoro¢na stabilnost formulacije (Abdelwahed i sur., 2006b).
Formulacijski 1 procesni parametri zajedno utjecu na svojstva liofilizata pa je pozeljno njihovo
sveobuhvatno razmatranje, uzimajuci u obzir i ekonomski aspekt cijelog procesa, kako bi se u
praksi postigao kompromis pri razvoju i utvrdivanju relativno neinvazivnih uvjeta za suSenje te

posljedi¢no povecanje stabilnosti koloidnih tekucih farmaceutskih oblika (Franks, 1998).

1.3.3. Formulacijski parametri

Temperatura staklastog prijelaza smrznutog uzorka (Ty'), temperatura kolapsa formulacije (T)
— iznad koje se naruSava makroskopska struktura amorfnog uzorka (Greco i sur., 2013),
stabilnost uklopljene djelatne tvari i svojstva koriStenih ekscipijensa predstavljaju kriticne
formulacijske parametre (Tang i Pikal, 2004; Degobert i Aydin, 2021). Vrijednost Ty', pri kojoj

se odvija promjena toplinskog kapaciteta uzorka i prijelaz iz staklastog u viskoelasti¢no stanje,
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obic¢no se odreduje tehnikom diferencijalne pretrazne kalorimetrije (engl. Differential Scanning
Calorimetry, DSC), a vrijednost T, pri kojoj se uocava narusavanje strukture kolac¢a, tehnikom
mikroskopije suSenja smrzavanjem (engl. Freeze-Drying Microscopy, FDM) oponaSajuci

proces liofilizacije na malom volumenu uzorka pod mikroskopom (Horn i Friess, 2018).

U slucaju amorfnih formulacija, ako se uzorak zagrijava pri temperaturi iznad T. tijekom
primarnog i sekundarnog susenja, osim makroskopskog narusavanja strukture dolazi do gubitka
poroznosti liofilizata, smanjenja specificne povrSine uzorka, otezanog uklanjanja vode tijekom
sekundarnog susenja i veéeg sadrzaja ostatne vlage. Ovo rezultira dugoro¢no povecanom
nestabilnos$¢u formulacije, produljenim vremenom rekonstitucije te izostajanjem elegantne i
ujednacene strukture (Franzé 1 sur., 2018). Kolaps liofilizata zapravo je dinamicki proces u
kojem je osuSena struktura pora blizu zone sublimacije podlozna viskoznom strujanju. T. je
obi¢no 1-3 °C visa od T,'. Medutim, moguce je i zagrijavanje iznad T bez kolapsa strukture u
sluc¢aju kada do suSenja dolazi prije nego Sto zapocne znatno viskozno strujanje djelomicno

kristali¢nih formulacija, npr. s manitolom (Greco i sur., 2013).

1.3.3.1. Svrha krio-/lioprotektora

Pomoc¢ne tvari u razvoju formulacija za liofilizaciju (Tablica 1.) s ciljem smanjenja mogucnosti
aglomeracije te, u nekim sluc¢ajevima, nepovratne fuzije suspendiranih Cestica nazivaju se
krioprotektori 1 lioprotektori (Amis 1 sur.,, 2020). Razlika medu njima moZze se objasniti
prirodom uzorka 1 procesom kojem je uzorak podvrgnut, pa tako krioprotektori mogu biti
pomocne tvari koje Stite proteine 1 bakterije od oStecenja prilikom smrzavanja i sluze njihovom
skladiStenju u smrznutom obliku (npr. glicerol), a lioprotektori pomoc¢ne tvari ¢ije interakcije 1
ucinak na formulaciju osiguravaju zaStitu malih molekula od stresa prilikom suSenja i
skladiStenja (Lale 1 sur., 2011; Bodzen 1 sur., 2021). Medutim, u kontekstu nanosuspenzija,
uobicajena podjela pomoc¢nih tvari bila bi na krioprotektore koji Stite formulaciju od stresa
usred smrzavanja, te lioprotektore koji Stite formulaciju od stresa tijekom primarnog i
sekundarnog susenja (Abdelwahed i sur., 2006b). Odabir odgovarajuceg krioprotektora vazan
je zbog mogucih kristaliziraju¢ih svojstava i utjecaja na stabilnost nanocestica tijekom procesa,
na kriti¢ne temperaturne procesne parametre (temperatura primarnog susenja < Ty') 1 na uvjete
skladiStenja (temperatura skladistenja > T,). Seceri kao krioprotektori smatraju se najvaznijim
¢imbenikom u ocuvanju veli¢ine Cestica, s time da je prednost manjih Secera lakSe prekrivanje

povrsine Cestica, a prednost disaharida su vece vrijednosti Tg' (Trenkenschuh i Friess, 2021).
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Tablica 1. Pregled ispitivanja u¢inkovitosti krio-/lioprotektora pri liofilizaciji nanosuspenzija
bez definirane primjene, ili ostalih nanosustava za nazalnu primjenu
Djelatna

Stabilizator Ispitivani

tvar krio-/lioprotektor Zapazanja Literatura

Nanosuspenzije (bez definirane primjene)

- saharoza se
pokazala kao najbolji
krioprotektor

- U kombinaciji,
polisorbat 80, SIS 23'°§§22‘T.r :13 e:tsut/r:;] (Beirowski i
itrakonazol poloksamer 338, PVP K15, “Fi)n I na st l?iln ¢ sur., 2011)
kremofor EL  dekstran (70 kDa) teinak fla Stablnos N
nanosuspenzije

- na stabilnost Cestica
utjecu koncentracije
te odnos stabilizatora
i krioprotektora

- Kleptose® mijenja
temperaturu kolapsa;
jedini je s u¢inkom
na ocuvanje veli¢ine

nanocestica
glukoza, - liofilizacijom je
laktoza, . y
trehaloza postignuta dugorocna .
. PEG-PLA, L stabilnost (> 1 god.) (Chow i
kurkumin manitol,
PVP ® o sur., 2015)
Kleptose - na raspodjelu i
(hidroksipropil-p- veli¢inu Cestica
ciklodekstrin) najveci utjecaj imali

su brzina mijesanja,
molekulska masa
PEG-PLA te omjer
djelatne tvari i
stabilizatora
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polisorbat 80,
meloksikam govedi serumski
albumin (BSA)

kitozan,
govedi serumski

albumin (BSA)

astaksantin

- manitol je izabran
kao krioprotektor na
temelju kompaktnog

glukoza, liofilizata i minimalne
saharoza, promjene u izgledu
laktoza, nanosuspenzije nakon
trehaloza, rekonstitucije
manitol, - kombinacijom BSA
maltoza i manitola najbolje je
ocuvana veli¢ina
Cestica, uz najkrace
vrijeme rekonstitucije
- maltoza je pokazala
najbolji u¢inak na
zaStitu nanocestica pri
liofilizaciji
L-lizin, - optimalni sastav
. maltoza, krioprotektora (m/V):
ollgomer manoze, oligomanoza, 0,46 %
r‘;‘;‘:}ff‘onl  maltoza, 0,44 %
Sorbitol, « sorbitol, 0,05 %

- rezultati dobiveni uz
pomo¢ ANOVA testa
i Box-Behnkenovog
dizajna eksperimenta

Ostali nanosustavi s razli¢itim pomoénim tvarima (za nazalnu primjenu)

(Liisur.,
2018)

(Zhao i sur.,
2023b)

Solutol HS 15
(makrogol 15
hidroksistearat)

mometazon
furoat + PLGA
(biorazgradljivi
kopolimerni
nosac)

- saharoza (8 %, m/V)
je najvise utjecala na
ocuvanje veliine
nanocestica

- najveci kumulativni

postotak oslobodenog

MF-a je uz saharozu i
pri pH 6,4 u SDS-u

manitol,
saharoza

- in vitro oslobadanje
MF-a slijedi kinetiku
prvog reda

(Farisur.,
2020)
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- HP-B-CD (5 10 %,

m/V) i saharoza (10 %,
m/V) su imali najbolji
ucinak na ouvanje
veli¢ine nanocCestica

polisorbat 80 - usporedbom prosje¢ne
manitol, veli¢ine i raspodjele
+ Eudragit® glukoza, veli¢ina Cestica prije i
klozapin RS100 i RL100 trehaloza, nakon liofilizacije, HP- i(ls_t?rmg%rzd??)
(kopolimeri saharoza, B-CD (5 %, m/V) se N
za produljeno HP-B-CD pokazao kao najbolji
oslobadanje) krioprotektor
- pretpostavljeni
mehanizam ukljucuje
vodikove veze izmedu
CD-a i polarnih skupina
na povrsini nanocestica
- saharoza (6 %, m/V)
je bolji krioprotektor
od Me-B-CD
. - saharoza je utjecala
JOLERIEEED na dugorocnu fizicku
dopamin i . ® stabilnost nanocestica
ekstrakt 5&1§e£#§i'ggski saharoza, pri 4 °C i vijabilnost  (De Giglio i
sjemenki faktant za Me-B-CD ljudske RPMI 2650 sur., 2023)
grozda Svur a . nazalne stani¢ne linije
c¢vrste lipidne .
C tijekom 24 sata
nanocestice)

- in vitro oslobadanje
dopamina u SNF-u
potvrdeno je iz svih

formulacija

PVP — polivinilpirolidon; PEG-PLA — polietilenglikolom oblozen polilaktid; BSA — govedi serumski albumin;
PLGA — polimer mlijecne i glikolne kiseline; MF — mometazon furoat; SDS — natrijev dodecil sulfat; HP-B-CD —
hidroksipropil-B-ciklodekstrin; Me-B-CD — metil-B-ciklodekstrin; SNF — simulirani nosni fluid

U dovoljno visokim koncentracijama krioprotektori za vrijeme smrzavanja imaju sposobnost
stvaranja staklastog matriksa povecane viskoznosti, smanjujuéi pritom mobilnost suspendiranih
nanocestica 1 sprje€avajuci njihovu mehanic¢ku destrukciju ili aglomeraciju. Staklasti prijelaz,
odnosno vitrifikacija amorfne tekuce formulacije omogucéava imobilizaciju nanocestica u

matriksu koji osigurava njihovu stabilizaciju (Abdelwahed i1 sur., 2006a). Osim toga,
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pretpostavljeno je jo$ nekoliko mehanizama njihovog djelovanja. Stupanjem u interakcije ili
prostornom orijentacijom oko suspendiranih Cestica stvaraju stabilan omotac, istovremeno
istiskuju¢i molekule vode, ¢ime se fizicki onemogucava interakcija medu Cesticama i sprjeCava
mehanicki stres uzrokovan neposrednom kristalizacijom vode uz njihovu povrsinu (Zhang 1
sur., 2008a; Neupane i sur., 2021). Ucinkovitost krioprotektora ovisi o strukturnim svojstvima
i interakcijama u koje mogu stupati. Primjerice, Seceri s manje intramolekulskih vodikovih veza
lakSe stupaju u interakcije s nanoCesticama i karakterizirani su vi§im vrijednostima temperature
staklastog prijelaza (Tg') koja do odredene razine odrazava stupanj asocijacije molekula Secera

(Taylor i Zografi, 1998; Abdelwahed i sur., 2006b).

Pomoc¢ne tvari koje se koriste kao krioprotektori mogu se podijeliti na one koje mogu i one koje
ne mogu prodrijeti kroz stani¢nu membranu, no ove posljednje su one koje se uobicajeno koriste
u liofilizaciji nanosuspenzija djelatnih tvari i pritom mogu biti razlicite strukture; monosaharidi,
disaharidi, polisaharidi, polioli, aminokiseline i viskozni polimeri (Marquez-Curtis i sur., 2015;
Jakubowska 1 sur., 2022). Struktura moZe utjecati na stabilnost pomo¢ne tvari, moguénost 1
opseg interakcija, te steriCku zastitu suspendiranih Cestica. Glukoza (monosaharid), trehaloza
(disaharid) i manitol (poliol), Seceri topljivi u vodi sa svojstvom stvaranja staklastog matriksa,

ubrajaju se medu Cesto koriStene krioprotektore (De Los Reyes i sur., 2002; Pnar i sur., 2023).
Glukoza

Glukoza (Slika 3.) je reducirajuéi Secer koji u svojoj strukturi sadrzi pet donorskih i Sest
akceptorskih mjesta za stvaranje brojnih intra- 1 intermolekulskih vodikovih veza (Maji i sur.,
2023). Pri razvoju i liofilizaciji suspenzija s nanosferama itrakonazola (de Chasteigner i sur.,
1996), prisustvo glukoze, saharoze i trehaloze ve¢ pri 5 % (m/V) rezultiralo je podjednakim
uc¢inkom na o€uvanje homogenosti koloidnog sustava i integritet nanosfera. U optimalnim
krioprotektivnim uvjetima, glukoza (10 %, m/V) je uzrokovala najmanji gubitak itrakonazola iz
nanosfera. Medutim, glukoza kao krioprotektor utjece nepovoljno na makroskopski izgled
liofilizata, uzrokuje kolaps strukture kola¢a i smanjenje volumena (Konan i sur., 2002). Allison
1 suradnici (2000) su pokazali kako monosaharidi poput glukoze pri smrzavanju ne Stite
komplekse lipida i DNA uobi¢ajenim mehanizmom stvaranja staklastog matriksa, ve¢ je
umjesto toga predloZena hipoteza izolacije Cestica prema kojoj je zastita lipidnih kompleksa 1
prevencija njihove aglomeracije rezultat usporavanja difuzije Cestica 1 njihovog prostornog
odvajanja unutar viskozne nesmrznute frakcije, uz uvjet dovoljno visoke koncentracije

pomoc¢ne tvari (Allison i sur., 2000).
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Trehaloza

Trehaloza (Slika 4.) je nereducirajuci Secer sa stabiliziraju¢im svojstvima zbog niskoenergetske
1 simetri¢ne strukture koja se sastoji od dvije monosaharidne jedinice a-glukoze (Walmagh i
sur., 2015). U svojoj strukturi sadrzi osam donorskih i jedanaest akceptorskih mjesta za
stvaranje vodikovih veza. Pri razvoju i liofilizaciji nanosuspenzija ciklosporina (Chacon i sur.,
1999), uz dodatak glukoze i trehaloze, za razliku od manitola i sorbitola, opaZeno je manje
agregata nakon rekonstitucije i uocen je Tyndallov efekt, odnosno pojava rasprsenja svjetlosti
na Cesticama koloidnog sustava. Amis i suradnici (2020) su pri probiru krioprotektora za ¢vrste
lipidne nanocestice s progesteronom pokazali kako je uz dodatak trehaloze ostvaren najmanji
promjer Cestica i osuSeni uzorak je vrlo lako rekonstituiran pri svim koncentracijama trehaloze.
Mehanizmi kojima trehaloza otopljena u vodi postize krioprotektivni u¢inak ukljucuju stvaranje
viskozne disperzije iznad T,' ¢ija se viskoznost povecava daljnjim smrzavanjem, ili staklastog
matriksa ispod Tg'. Pri viS§im koncentracijama trehaloze u formulaciji poveéava se i njezin

ucinak na smanjenje interakcije medu nanocesticama (Amis i sur., 2020).
Manitol

Manitol (Slika 5.) je nereducirajuci Secerni alkohol (poliol) jednostavne aciklicke strukture kao
stereoizomer sorbitola, ¢esto u primjeni kao zasladivac ili osmotski diuretik (Grembecka, 2015;
Wlodarczyk 1 sur., 2018). U strukturi sadrZi Sest donorskih 1 Sest akceptorskih mjesta na kojima
je omoguceno stvaranje vodikovih veza. Primjenjuje se kao pomoc¢na tvar u liofilizaciji zato Sto
smjesa manitola i leda ima visoku eutekticku tocku pa je primarno susenje moguce pri relativno
visokim temperaturama i uz krace trajanje procesa. Manitol osigurava reprezentativan izgled
osuSenog proizvoda i pri smrzavanju ostvaruje razliita svojstva ovisno o brzini hladenja (npr.
moguca kristalizacija iz smrznute vodene otopine), Sto ga medutim moze uliniti slabim
krioprotektorom u prisustvu kojeg je djelatna tvar nestabilna nakon susenja (Kim i sur., 1998;
Thakral i sur., 2023). Huang i suradnici (2001) su pokazali kako je, za razliku od trehaloze i
saharoze, manitol relativno neucinkovit kao krioprotektor pri smrzavanju formulacija s
liposomima koje je prvenstveno potrebno zastititi od narusavanja strukture i fuzije lipidnih
membrana. Medutim, upravo njegov mehanizam mehanickog stresa i destabilizacije lipidnog
dvosloja prilikom kristalizacije pokazao se u€inkovitim u proizvodnji ehogenih liposomalnih

disperzija sa svojstvom refleksije ultrazvuénih valova (Kumar i sur., 2017).

Zhang i suradnici (2008) su proucavali u¢inak navedenih krioprotektora na veli¢inu i uspjesnost

uklapanja ibuprofena u Cvrste lipidne mikrocestice nakon liofilizacije. Svi krioprotektori su
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imali manju ili ve¢u sposobnost zastite mikroc€estica od stresa u uvjetima njihova smrzavanja i
suSenja, te odrzavanja veli¢ine Cestica. Glukoza i trehaloza su, za razliku od manitola, ostvarile
bolji krioprotektivni u¢inak pokazavsi kako su amorfne pomo¢ne tvari prikladnije od onih koje
mogu kristalizirati kada se Zeli posti¢i manja promjena u raspodjeli veli¢ina Cestica prije i nakon
liofilizacije, kao i veéa stabilnost formulacije tijekom skladiStenja. Svoj najbolji uc¢inak na
raspodjelu veli¢ina Cestica i monodisperznost ostvarili su pri razliitim koncentracijama;
glukoza pri 5 % (m/m), a trehaloza pri 15 % (m/m), §to je objasnjivo razlikom u veli€ini relativne
molekulske mase (glukoza — 180,16 g/mol; trehaloza — 342,30 g/mol) (Zhang i sur., 2008b).

Slican ucinak ovih krioprotektora pokazan je i za formulacije nanocestica (Almalik i sur., 2017).

HO o)

0 \1_/\ V%

HO OH
OH oH

Slika 3. Struktura D-glukoze Slika 4. Struktura D-trehaloze

OH O
~_OH

HO

OH OH

Slika 5. Struktura D-manitola

1.3.4. Procesni i ostali parametri

Od preostalih parametara, na kvalitetu i1 izgled osuSenog uzorka utjecu procesni parametri
(temperatura polica, tlak unutar komore, trajanje ciklusa), spremnik (vrsta, svojstva, oblik, cep),

1 liofilizator (model, oblik, dijelovi) koji utje€u na prijenos topline i mase (Franks, 1998).
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Temperatura unutar komore i s njome povezana temperatura polica, tlak unutar komore i duljina
trajanja svake faze jedina su tri procesna parametra koja se mogu izravno kontrolirati. S druge
strane, temperatura samog uzorka jedan je od najvaznijih parametara za uspjesnost procesa koji
nije pod izravnom kontrolom, ali koji se mozZe pratiti s odredenim stupnjem nesigurnosti ovisno
u kojem dijelu komore se nalazi spremnik s obzirom na to da prijenos topline nije jednak u
sredi$tu 1 na rubovima police (Franks, 1998). Temperatura i brzina smrzavanja utjecat ¢e na
teksturu smrznutog matriksa i morfoloska svojstva strukture kolaca. Brzim hladenjem nastaju
sitni kristali leda, $to je korisno za postizanje porozne strukture kolaca 1 manji mehanicki stres
zbog vremena koje otopljena tvar provede u kriokoncentriranom stanju, no kasnije suSenje
proizvoda je otezano zbog povecanog otpora odvodenju vodene pare (Jameel i sur., 2021;
Trenkenschuh i Friess, 2021). Nakon smrzavanja slijedi primarno susenje, faza koja traje
najdulje i koja odreduje ekonomsku 1 industrijsku isplativost metode. Duljina trajanja ove faze
ovisit ¢e o brzini sublimacije leda na koju, osim strukture smrznutog uzorka, utjece temperatura
koja mora biti ograni¢ena kako ne bi doslo do taljenja i kolapsa uzorka, stoga se temperatura
tijekom primarnog susenja odrzava 2-5 °C ispod T (Xiang i sur., 2004; Degobert i Aydin, 2021;
Ghaemmaghamian i sur., 2022). Pri vi§im temperaturama brzina sublimacije raste, a
temperaturna ovisnost sublimacije i otpora koji ¢vrsti dio uzorka pruza faznom prijelazu leda,
koji se nalazi u sloju ispod njega, u vodenu paru i odvodenju vodene pare s povrSine moze se

objasniti mehanizmom hidrodinamickog protoka adsorbirane vode (Pikal i sur., 1983).

Otpor prijenosu mase osigurava ¢ep postavljen na nain da napola zatvara spremnik tijekom
suSenja. Uniformnost ovog otpora unutar seta staklenih vijala predstavlja jedan od kriticnih
¢imbenika, posebno pri liofilizaciji ve¢eg broja uzoraka ¢ija se ucinkovitost suSenja odraZzava
na odstupanje rezultata. Sljedeci kriticni ¢imbenik je oblik vijale kojim se postiZze optimalna
udaljenost svakog dijela dna vijale od police, a samim time i optimalna dodirna povrSina izmedu
stijenki vijale 1 police koja je vazna za prijenos topline tijekom susenja. Vijale nominalno istih
karakteristika, ali nabavljene od razli¢itih proizvodaca, pokazale su drugaciji koeficijent
prijenosa topline, stoga su uniformnost, oblik i svojstva vijala te Cepova iznimno vazni

¢imbenici koji utjecu na rezultate suSenja uzoraka (Pikal i sur., 1984).

Istovremeno optimiranje formulacijskih i procesnih parametara vazno je pri postizanju Zeljenih
svojstava liofilizata, povecanju uc¢inkovitosti procesa te razmatranju robusnosti liofilizacijskog
ciklusa i procesne tolerancije, odnosno dopusStenog odstupanja varijable u proizvodnom procesu
od njezine zadane vrijednosti, §to je preduvjet za uspjeSan prijenos 1 uvecanje mjerila iz

laboratorijskih uvjeta u industrijsku proizvodnju (Tsinontides i sur., 2004; Tchessalov 1 sur.,
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2007). Primjerice, prilikom razvoja formulacije s djelatnom ili pomo¢nom tvari koja je sklona
kristalizaciji, dulje zadrzavanje uzorka na temperaturi iznad Tg' rezultirat ¢e rastom vecih
kristala leda i boljom strukturom kolaca, manjim otporom uzorka prema protoku vodene pare,
kra¢im primarnim suSenjem i manjom specificnom povrSinom nakon sublimacije zbog ¢ega ¢e
se smanjiti brzina desorpcije i bit ¢e potrebno dulje sekundarno susenje ili visa temperatura

kako bi udio ostatne vlage i stabilnost bili zadovoljavajuci (Tang i Pikal, 2004).

Na sli¢an nacin, viSe parametara i njihov meduodnos (Slika 6.) ¢e zajedno utjecati na veliCinu
nanokristala i njihov indeks redisperzibilnosti (engl. redispersibility index, RDI) pri liofilizaciji
koloidnih nanosustava, ostvarujuéi razli¢it u¢inak na formulacije s razliitim sastavom djelatne
tvari, stabilizatora i krioprotektora. Liofilizacija je primjenjiva na Sirok spektar djelatnih tvari,
no s obzirom na to da su njihova svojstva (npr. hidrofobnost) u korelaciji sa sklonos¢u
agregaciji, posebnu paznju potrebno je posvetiti razvoju formulacije 1 smrzavanju kao
kritiécnom koraku u suSenju nanosuspenzija (Lee i Cheng, 2006; Yue i sur., 2014). Jakubowska
1 suradnici (2022) su tako pri razvoju i liofilizaciji suspenzija s nanokristalima cilostazola
pokazali kako su, pored djelomi¢nog ucinka procesnih parametara (temperatura smrzavanja,
brzina hladenja, temperatura primarnog susenja), ipak znacajan ucinak na fizicka svojstva i
ocuvanje velic¢ine nanokristala nakon liofilizacije imali formulacijski parametri, prije svega

vrsta i koncentracija krioprotektora (Jakubowska i sur., 2022).

Formulacija
nanosuspenzije

Vrsta stabilizatora Oprema i metoda
Koncentracija stabilizatora Temperatura
Sadrzaj lijeka Brzina hladenja oy .
0 i ) Veli¢ina nanokristala
> nakon liofilizacije
Vrsta krioprotektora Temperatura polica
Koncentracija krioprotektora Tlak unutar komore
Vrijeme

Formulacija za
liofilizaciju Uvjeti suenja

Uvijeti smrzavanja

Slika 6. Ishikawa dijagram ¢imbenika koji utje¢u na veli¢inu nanocestica liofiliziranih

nanosuspenzija (prilagodeno iz Jakubowska 1 sur., 2022)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Melatonin je fizioloski prisutan hormon u zdravih ljudi s ulogom u odrzavanju cirkadijanog
ritma, 24-satnog ciklusa u kojem su brojne fizioloske funkcije, poput periferne vazodilatacije,
smanjenja tjelesne temperature, regulacije razine kortizola i pospanosti, medusobno povezane
(Claustrat i sur., 2005). Egzogeni melatonin primjenjuje se za poboljSanje kvalitete sna,
lijecenje jet-lag sindroma, analgetsko, antioksidativno i protuupalno djelovanje (Zetner i sur.,
2016). Bioraspolozivost oralno primijenjenog melatonina pokazala se vrlo ogranicenom (= 15
%) zbog intenzivnog metabolizma prvog prolaska kroz jetru u kojem enzim CYP 1A2 ima
dominantnu ulogu, a osim toga farmakokinetika melatonina pod utjecajem je kofeina,
duhanskog dima, prehrane i interakcije s drugim lijekovima poput fluvoksamina, selektivnog
inhibitora ponovne pohrane serotonina (DeMuro i sur., 2000; Harpsee i sur., 2015). Upravo iz
tog razloga se intenzivno istrazuju alternativni putovi primjene, poput nazalne koja predstavlja
neinvazivan i klini¢ki relevantan nacin sistemske dostave lijeka kao i izravne dostave lijeka u
CNS (Zetner i sur., 2016).

Suvremena istrazivanja dijelom su usmjerena na razvoj inovativnih terapijskih nanosustava za
unaprjedenje nazalne primjene lijeka. RazliCite vrste nanocestica, izmedu ostalog u obliku
nanosuspenzija kao koloidnih disperzija ¢vrstih estica lijeka u teku¢em mediju, povezane su s
pozitivnim ucinkom na topljivost, stabilnost unutar matriksa, brzinu otapanja, kontrolirano
oslobadanje, povrsinska svojstva, apsorpciju kroz nosnu sluznicu i ciljanu isporuku lijekova
(Gandhi 1 sur., 2024). lzrada nanosuspenzija stabiliziranih polimerima i neionskim
surfaktantima predstavlja strategiju razvoja formulacija slabo topljivih lijekova. Medutim,
nedostatci su duljina priprave i koloidna nestabilnost nanosuspenzija koja utjeCe na rok
valjanosti proizvoda tijekom skladistenja (Islam i sur., 2020; Koo i sur., 2024). Liofilizacija,
odnosno suSenje smrzavanjem, zasniva se na smrzavanju tekuceg pripravka i sublimaciji leda
u uvjetima niskog tlaka i temperature kako bi se iz uzorka uklonila voda. U brojnim
istrazivanjima, uz optimalno odabrane formulacijske i procesne parametre, liofilizacija se
pokazala prikladnim rjesenjem za (ne)stabilnost nanosuspenzija. Liofilizacijom nanosuspenzija
postize se dulji rok valjanosti, uz osiguranu jednostavnost i sigurnost transporta i skladistenja
(Gatto i Najahi-Missaoui, 2023). Jedan od vaznih formulacijskih parametara je vrsta i
koncentracija krio-/lioprotektora koji §tite uzorak od termickog i mehani¢kog stresa u fazama
smrzavanja i suSenja. U tu svrhu uobicajeno se koriste razli¢iti Seceri (monosaharidi i
disaharidi) i secerni alkoholi, od kojih svaki ima specifi¢an u¢inak na izgled i svojstva razvijene
formulacije (Elbrink i sur., 2023).
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Rad predstavlja nastavak istrazivanja (Tus, 2023) u sklopu kojeg su razvijene in situ gelirajuce
nanosuspenzije melatonina odabirom optimalnog masenog omjera melatonina i polisorbata 80
te uz dodatak pektina kao in situ geliraju¢eg polimera. Pripravljene nanosuspenzije pokazale su
svojstvo geliranja nakon mijeSanja s umjetnim nosnim fluidom §to ukazuje na moguénost

produljenog zadrzavanja na mjestu primjene.

Cilj ovog rada bio je ispitati mogucnost liofilizacije nanosuspenzije melatonina pripravljene
metodom vlaznog mljevenja, u svrhu razvoja suhog oblika koriste¢i monosaharid, disaharid i
Secerni alkohol kao krioprotektor, te ispitati njihov utjecaj na kratkoro¢nu i dugoro¢nu stabilnost
razvijenih liofilizata mjere¢i veli¢inu, indeks polidisperznosti i zeta-potencijal nanokristala u

rekonstituiranim suspenzijama, kao parametre uspjesnosti ocuvanja fizi¢kih svojstava.

Specifi¢ni ciljevi:

e Pripraviti nanosuspenziju melatonina metodom vlaznog mljevenja, pri potvrdenom

optimalnom masenom omjeru melatonina i polisorbata 80 kao surfaktanta.

o Ispitati primjenjivost glukoze, trehaloze i manitola, kao potencijalnih krioprotektora za

proces liofilizacije nanosuspenzije melatonina.

e Pripraviti suhe oblike nanosuspenzije melatonina postupkom liofilizacije uz dodatak

glukoze, trehaloze 1 manitola kao krioprotektora.

o Ispitati utjecaj tipa krioprotektora na veli¢inu, indeks polidisperznosti 1 zeta-potencijal

nanokristala melatonina nakon liofilizacije i rekonstitucije nanosuspenzija.

e Odabrati krioprotektore s odgovaraju¢im uc¢inkom, te ispitati utjecaj njihove koncentracije
na ocuvanje velicine, indeksa polidisperznosti 1 zeta-potencijala estica melatonina nakon

liofilizacije 1 rekonstitucije nanosuspenzija.

o Ispitati dugoro¢nu stabilnost pripravljenih liofilizata nanosuspenzija melatonina mjereci
veli¢inu, indeks polidisperznosti i1 zeta-potencijal Cestica melatonina u uzorcima

rekonstituiranim u promatranim vremenskim to¢kama tijekom 60-dnevnog skladistenja.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. MATERIJALI

Za pripravu nanosuspenzija melatonina u okviru eksperimentalnog dijela ovog rada koristeni
su melatonin (Biosynth Ltd, Slovacka) i polisorbat 80 (Sigma-Aldrich, Njemacka). Za vlazno
mljevenje koriStene su kuglice od cirkonijevog oksida stabiliziranog itrijem promjera 0,1 mm,
0,2 mm i 0,4-0,6 mm. Za proces susenja smrzavanjem kao krioprotektori su koristeni bezvodna
D(+)-glukoza (Gram-Mol, Hrvatska), D-manitol (Lach-Ner, Ce§ka Republika) i D(+)-trehaloza
dihidrat (BDH Prolabo, Engleska).

3.2. METODE
3.2.1. Priprava nanosuspenzije melatonina

Nanosuspenzija melatonina pripravljena je ranije opisanom metodom vlaznog mljevenja (Bano,
2019). Suspenzija melatonina je prvo uz pomoc¢ staklenog Stapica Sirokog promjera pripravljena
postupnim rastrljavanjem melatonina s polisorbatom 80, povrSinski aktivnom tvari, pri
masenom omjeru 1:2 koji je prethodno odabran kao najpovoljniji s obzirom na postignutu
veli¢inu nanokristala i indeks polidisperznosti (Tus, 2023). Zatim je dodana procis¢ena voda
do konacne koncentracije melatonina 1 polisorbata 80 redom od 0,143 1 0,286 % (m/V).
Suspenzija melatonina je dodatno homogenizirana na magnetskoj mijesalici. U staklene vijale
dimenzija 2 x 6 cm redom su izvagane kuglice za mljevenje promjera 0,1 mm, 0,2 mm i 0,4 —
0,6 mm, po 0,5 g svake vrste do ukupne mase od 1,5 g kuglica za mljevenje, zatim netom
pripravljena suspenzija mase 2,5 g 1 nakon toga 5 magnetskih mjeSaca dimenzija 10 x 6 mm.
Staklene vijale su zatvorene parafilmom (Parafilm™ M Laboratory Wrapping Film, Bemis
Company, Inc., SAD) kako bi se izbjegao gubitak sadrZaja. VlaZzno mljevenje pripravljene
suspenzije melatonina provedeno je mijeSanjem sadrzaja staklenih vijala na magnetskoj
mijesalici pri 350 okretaja u minuti (Slika 7.), kontinuirano tijekom 24 sata i u tamnoj komori

zbog fotoosjetljivosti melatonina (Andrisano i sur., 2000; Nizi¢ Nodilo i sur., 2022).
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Slika 7. Priprava nanosuspenzije melatonina metodom vlaznog mljevenja (ovdje isklju¢ivo u

svrhu vizualnog prikaza priprave nanosuspenzije, inace uz osiguravanje tamnih uvjeta)

3.2.2. Odredivanje veli¢ine estica melatonina u nanosuspenziji

Veli¢ina Cestica melatonina u nanosuspenziji i indeks polidisperznosti izmjereni su metodom
fotonske korelacijske spektroskopije uz pomo¢ uredaja Zetasizer Ultra (Malvern Pananalytical
Ltd., Ujedinjeno Kraljevstvo; Slika 8.). Pripravljene nanosuspenzije su nakon 24-satnog
mljevenja, pomoéu plastiéne brizgalice volumena 2 mL (Becton Dickinson S.A., Spanjolska) i
igle dimenzija 0,4 x 13 mm (Becton, Dickinson and Company Limited, Irska), odsisane iz
staklenih vijala s kuglicama za mljevenje. Alikvot od 1 mL uzorka je automatskom pipetom
prenesen u ¢eliju (DTS0012) uredaja. Sva mjerenja su provedena u triplikatu pri temperaturi od

25 °C, vremenu ekvilibracije od 120 sekundi, uz isto suspenzijsko sredstvo (procis¢ena voda).

Slika 8. Uredaj Zetasizer Ultra (Malvern Pananalytical Ltd., Ujedinjeno Kraljevstvo)
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3.2.3. Proces liofilizacije nanosuspenzije melatonina uz dodatak krioprotektora

Za proces liofilizacije nanosuspenzije melatonina, kao potencijalni krioprotektori odabrani su

glukoza, manitol i trehaloza, predstavnici uobicajeno koristenih Secera.

Prije samog procesa susenja smrzavanjem u pripravljenoj nanosuspenziji melatonina otopljen
je krioprotektor (glukoza, manitol ili trehaloza) pri koncentraciji od 0,5 do 2,5 % (m/V) (Tablica
2.). Nanosuspenzija melatonina s otopljenim krioprotektorom pripravljena je u duplikatu za
svaku vrstu/koncentraciju odabranog krioprotektora, 1 zatim karakterizirana metodom fotonske

korelacijske spektroskopije mjereci veli¢inu Cestica melatonina i indeks polidisperznosti.

Tablica 2. Sastav uzoraka nanosuspenzije melatonina s dodanim krioprotektorom, pripravljenih

za susenje smrzavanjem

uzorak glukoza manitol trehaloza melatonin polisorbat 80
(%o, m/V) (Yo, m/V) (Yo, m/V) (Yo, m/V) (Yo, m/V)
M.G5 0,5 - - 0,143 0,286
M.G10 1,0 - - 0,143 0,286
M.G25 2,5 - - 0,143 0,286
M.MS5S - 0,5 - 0,143 0,286
M.M10 - 1,0 - 0,143 0,286
M.M25 - 2,5 - 0,143 0,286
M.T5S - - 0,5 0,143 0,286
M.T10 - - 1,0 0,143 0,286
M.T25 - - 2,5 0,143 0,286

Alikvoti pripravljenih nanosuspenzija melatonina s dodanim krioprotektorom preneseni su u
staklene vijale za liofilizaciju volumena 20 mL (ISO Clear Fiolax Type 1 Glass Vial, Adelphi
Healthcare Packaging, Ujedinjeno Kraljevstvo) koje su potom zacepljene gumenim ¢epovima
(TopLyo Schott, Ujedinjeno Kraljevstvo) i zastiéene parafilmom (Parafilm™ M Laboratory

Wrapping Film, Bemis Company, Inc., SAD). Staklene vijale su zatim ostavljene u zamrzivacu
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pri temperaturi od -80 °C. Nakon 24-satnog perioda staklene vijale su prenesene iz zamrzivaca,
uz napola uzdignute gumene ¢epove kako bi se omogucilo isparavanje leda i protok vodene
pare, u prethodno ekvilibriranu komoru Alpha 1-4 liofilizatora (Martin Christ, Njemacka) u
kojoj je pomoc¢u vakuumske pumpe (Vacuubrand RZ2, Njemacka) tlak snizen do 0,5 mbar, a
temperatura je iznosila -54 °C (Slika 9.). Primarno i sekundarno susenje provedeno je u 24-
satnom periodu. Nakon provedenog postupka susenja smrzavanjem, staklene vijale su pri
atmosferskom tlaku odmah zacepljene, obavijene parafilmom i unutar eksikatora pohranjene u
hladnjak pri temperaturi od 4 °C 1 zasti¢ene od svjetla sve do njihove rekonstitucije neposredno
prije daljnjih ispitivanja. Nanosuspenzija melatonina bez dodatka krioprotektora pripravljena

je kao kontrolni uzorak (REF) ¢ija je liofilizacija takoder provedena na prethodno opisani nacin.

Slika 9. SuSenje uzoraka u Alpha 1-4 liofilizatoru (Martin Christ, Njemacka)

3.2.4. Rekonstitucija nanosuspenzija melatonina iz liofilizata

Rekonstitucija nanosuspenzija melatonina iz liofiliziranih uzoraka provedena je odmah nakon
suSenja smrzavanjem svih pripravljenih uzoraka (liofilizati nanosuspenzije uz dodatak glukoze,

manitola i trehaloze pri koncentracijama od 0,5, 1 12,5 %, m/V, te kontrolni uzorak bez dodatka
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krioprotektora). ProciS¢ena voda je, u koli¢ini koja odgovara masi originalnog uzorka
nanosuspenzije prije liofilizacije (~ 2 g), prenesena u staklenu vijalu u svrhu rekonstitucije
nanosuspenzije melatonina. Sadrzaj vijale mijeSan je na magnetskoj mijesalici sve do postizanja
homogenosti uzorka (30-60 s). Proucavanjem utjecaja vrste i koncentracije krioprotektora na
ocuvanje velicine i raspodjele veli¢ina Cestica, napravljena je selekcija krioprotektora, te su za
daljnje ispitivanje fizicke stabilnosti u vremenu odabrana dva s najboljim u¢inkom (manitol i
trehaloza pri koncentraciji od 2,5 %, m/V). Rekonstitucija nanosuspenzija iz odabranih
liofiliziranih uzoraka provedena je u Sest vremenskih tocaka tijekom vremena skladistenja (60
dana). Staklene vijale s liofilizatom nanosuspenzija melatonina izvadene su iz hladnjaka i
nakratko ostavljene pri sobnoj temperaturi prije same rekonstitucije koja je provedena na

prethodno opisan nacin.

3.2.5. Karakterizacija rekonstituiranih nanosuspenzija melatonina

Veli¢ina 1 indeks polidisperznosti Cestica melatonina u rekonstituiranim nanosuspenzijama
izmjereni su metodom fotonske korelacijske spektroskopije, te zeta-potencijal indirektno na
temelju elektroforetske pokretljvosti suspendiranih Cestica uz pomo¢ uredaja Zetasizer Ultra
(Malvern Pananalytical Ltd., Ujedinjeno Kraljevstvo). Sva mjerenja su provedena u triplikatu
pri temperaturi od 25 °C, vremenu ekvilibracije od 120 sekundi, u ¢elijama DTS0012 (veli¢ina
cestica) 1 DTS1070 (zeta-potencijal). Fizicka stabilnost odabranih liofilizata procijenjena je
usporedbom veli¢ine 1 zeta-potencijala Cestica melatonina u uzorcima rekonstituiranim u
promatranim vremenskim to¢kama skladistenja, u odnosu na veli¢inu 1 zeta-potencijal Cestica

melatonina u uzorcima rekonstituiranim odmah nakon liofilizacije (0 — 60 dana; Tablica 3.).

Tablica 3. Vremenski slijed ispitivanja stabilnosti liofilizata nanosuspenzija melatonina

uzorak t1 t t3 t4 ts ts t7
(0.dan) | (3.dan) | (7.dan) | (14.dan) | (30.dan) | (45. dan) | (60. dan)

M.M25 X X X X X X X

M.T25 X X X X X X X

t — vrijeme; M.M25 — liofilizat s manitolom pri koncentraciji od 2,5 % (m/V); M.T25 — liofilizat s trehalozom pri
koncentraciji od 2,5 % (m/V); X — odabrana vremenska toc¢ka
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3.2.6. Statisticka analiza

Statisticka analiza svih odabranih rezultata mjerenja provedena je primjenom ANOVA analize
varijance s jednim promjenjivim faktorom (engl. ordinary one-way ANOVA) i Dunnett testa
usporedbe srednjih vrijednosti sa srednjom vrijednosc¢u kontrolne skupine, uz pomo¢ programa
GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software, probna verzija). Analiza krioprotektivnog u¢inka
na fiziCka svojstva i stabilnost nanokristala melatonina provedena je mjerenjem p-vrijednosti,

95-postotnog intervala pouzdanosti srednje vrijednosti i F-omjera u odabranim slucajevima.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Priprava i karakterizacija nanosuspenzije melatonina

U dosadasnjim istrazivanjima nanotehnologija se pokazala kao obecavajuca strategija u svrhu
razvoja inovativnih formulacija za sigurnu dostavu melatonina do mjesta djelovanja razli¢itim
putovima primjene, ¢ime se sprjecava njegova razgradnja u cirkulaciji, smanjuje toksicnost,
povecava bioraspolozivost i potice adherencija pacijenta (Mirza-Aghazadeh-Attari i sur.,
2022). U ovom radu je nanosuspenzija melatonina pripravljena metodom 24-satnog vlaznog
mljevenja uz kuglice od cirkonijevog oksida stabiliziranog itrijem. Uz melatonin, u
koncentraciji od 0,143 % (m/V), koristen je polisorbat 80 kao povrSinski aktivna tvar, U
koncentraciji od 0,286 % (m/V). Velic¢ina nanokristala melatonina i indeks polidisperznosti
izmjereni su metodom fotonske korelacijske spektroskopije odmah nakon priprave
nanosuspenzije. Veli¢ina nanokristala pripravljenih postupkom vlaznog mljevenja iznosila je
176,4 £ 3,3 nm, dok je indeks polidisperznosti iznosio 0,141 + 0,013. Ovi rezultati su u skladu
s vrijednostima prethodnih istrazivanja (Tus, 2023). Tus je u istrazivanju ispitivala ovisnost
veli¢ine nanokristala 0 masenom omjeru melatonina i polisorbata 80 u rasponu od 1:2 do 10:1,
pri ¢emu je nanosuspenzija melatonina pripravljena pri masenom omjeru melatonina i
polisorbata 80 od 1:2 bila karakterizirana veli¢inom cestica od 172,0 = 0,6 nm te indeksom

polidisperznosti 0,145 + 0,032 (Tus, 2023).

VlaZzno mljevenje pokazalo se u¢inkovitim za pripravu nanosuspenzija slabo topljivih djelatnih
tvari, poput melatonina, rezultiraju¢i pove¢anim omjerom povrsine i volumena Cestica, vecom
topljivoscéu i vecom brzinom otapanja (Miiller i Peters, 1998). Prednosti vlaznog mljevenja su
zadovoljavaju¢a kratkoro¢na fizicko-kemijska stabilnost nanosuspenzija te ekonomska i
ekoloska prihvatljivost s obzirom na jednostavno uvecanje mjerila proizvodnje i minimalnu

upotrebu organskih otapala (Niwa i sur., 2011; Pmar i sur., 2022).

Za uspjesno nastajanje nanokristala mljevenjem jedan od najvaznijih parametara je prijenos
mehanicke energije koji ovisi 0 sastavu formulacije i svojstvima medija, pa je zbog toga vazan
empirijski odabir ucinkovitog stabilizatora. Polisorbat 80 ili polioksietilen-(20)-sorbitan
monooleat je neionski surfaktant male molekulske mase, ¢ija se struktura sastoji od esterskog
lanca jednostruko nezasié¢ene oleinske kiseline (C18:1) i vise hidrofilnih postrani¢nih skupina
polioksietilena vezanih za heterociklicki prsten strukture sorbitana (ciklickog etera sorbitola).
Vrijednost hidrofilno-lipofilnog omjera (engl. hydrophilic-lipophilic balance, HLB) iznosi 15,
te se kao takav pokazao prikladnim za pripravu nanosuspenzija, iako u odnosu na polimere vece
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molekulske mase stvara tanki adsorpcijski sloj i pruza manje uc¢inkovitu steri¢ku stabilizaciju
(Liuisur.,2011; Elmowafy i sur., 2021). U kontekstu dosadasnjeg razvoja razli¢itih formulacija
melatonina, polisorbat 80 je kao surfaktant kori$ten u pripravi mikronizirane suspenzije i zatim
inkluzijskih kompleksa s ciklodekstrinima za nazalnu primjenu (Babu i sur., 2008),
samoemulgiraju¢eg nanonosaca za okularnu primjenu (Zingale i sur., 2024) te vodene otopine
I suspenzije nanokapsula za intraperitonealni put primjene u in vivo istrazivanjima (Schaffazick
i sur., 2008). Babu i suradnici (2008.) su proucavali kako stvaranje inkluzijskih kompleksa
melatonina s ciklodekstrinima utje¢e na topljivost i nazalnu permeabilnost melatonina.
Melatonin je pripravljen mljevenjem do mikrometarskih dimenzija, pomijeSan sa smjesom
hidroksipropilmetilceluloze (HPMC), polisorbata 80 i otopine hidroksipropil-B-ciklodekstrina
(HPBCD) i nasumi¢no metiliranog pB-ciklodekstrina (RMBCD), pri ¢emu je melatonin
djelomicno ili u potpunosti otopljen. HPBCD i RMBCD su, kao pojacivaci apsorpcije lipofilnih
lijekova, pri koncentraciji od 1 % (m/V) u inkluzijskim kompleksima osigurali bolju nazalnu
permeabilnost melatonina. Schaffazick i suradnici (2008.) su pokazali kako se uklapanjem
melatonina u nanokapsule obloZene polisorbatom 80 i uz dodatak polimera (Eudragit S100%)
moze povecati zastita od lipidne peroksidacije in vitro te antioksidativni u¢inak na mozak in
Vvivo, uz pretpostavku poboljsane bioraspoloZivosti uslijed ciljane raspodjele nanokapsula i
akumulacije lijeka unutar mozdanog tkiva. IstraZivanja su potvrdila kako polisorbat 80 ve¢ i pri
djelomi¢nom oblaganju nanocestica specificno djeluje na ciljanu dostavu lijeka u mozak
interakcijom s endotelnim stanicama krvnih Zila u mozgu (Sun i sur., 2004). Osim toga,
polisorbat 80 moze djelovati kao spona izmedu nanocestica i apolipoproteina omoguéujuci
receptorima posredovanu endocitozu, te kao inhibitor efluksnog mehanizma, posebno P-
glikoproteina (Pgp), sto predstavlja tek nekoliko pretpostavljenih mehanizama za prijenos
nanocestica lijeka u mozak ¢ija uc¢inkovitost ovisi o svojstvima i1 koncentraciji pomo¢nih tvari

(Kreuter, 2001; Garcia-Garcia i sur., 2005).

4.2. Priprema nanosuspenzije melatonina uz dodatak krioprotektora

Prikladnost nanosuspenzije kao farmaceutskog oblika melatonina za pocetak je ispitana
mjerenjem veli¢ine Cestica i indeksa polidisperznosti odmah nakon mljevenja i zatim nakon
Cuvanja u hladnjaku tijekom 24 sata pri temperaturi od 4 °C. Rezultati mjerenja pokazali su
kako je u promatranom razdoblju doSlo do nastanka nekoliko subpopulacija Cestica razlicite

veli¢ine. U obzir su uzete vrijednosti izmjerene za subpopulaciju veéih ¢estica pokazavsi kako
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je veli¢ina nanokristala melatonina tijekom 24 sata narasla za 154,1 + 15,2 nm, odnosno za 86,7
+ 7,3 % u odnosu na ishodnu veli¢inu. Vrijednost PDI-ja u promatranom vremenu povecala se
za 0,167 = 0,021, odnosno za 130,9 + 52,4 %, Sto potvrduje ve¢ spomenutu Siru raspodjelu
veli¢ina Cestica kao posljedicu njihove agregacije i pojave nakupina Cestica razli¢itih veli¢ina.
Navedena zapazanja upucuju na nestabilnost nanosuspenzije i potkrepljuju istrazivanje

primjenjivosti liofilizacije za povecanje fizicke stabilnosti razvijene formulacije melatonina.

Nanocestice je prije procesa liofilizacije potrebno zastititi od fizicko-kemijskih naprezanja i
mehanickog stresa. U tu svrhu su u ovom radu upotrijebljena tri razli¢ita krio-/lioprotektora iz
uobicajeno koriStene skupine saharida: glukoza, manitol i trehaloza. Ovi krio-/lioprotektori
odabrani su na temelju prethodnih istrazivanja uspjeS$nosti oCuvanja fizickih svojstava
koloidnih sustava, odnosno zastite sustava od stresa tijekom faze smrzavanja ili suSenja procesa

liofilizacije (Chacon i sur., 1999; Hua i sur., 2003; Kumar i sur., 2017; Andreana i sur., 2023).

S ciljem ispitivanja prikladnosti glukoze, manitola i trehaloze kao potencijalnih krioprotektora
za proces liofilizacije nanosuspenzije melatonina, veli¢ina nanokristala melatonina odredena je
nakon dodatka krioprotektora u nanosuspenziju i usporedena s veli¢inom nanokristala prije
dodatka krioprotektora. Tako je veli¢ina nanokristala melatonina nakon otapanja glukoze,
manitola i trehaloze pri koncentraciji od 2,5 % (m/V) u pripravljenoj nanosuspenziji melatonina
iznosilaredom 216,4 +3,3 nm, 186,5+2,2nmi 184,1 + 1,6 nm, §to iznosi 121,3 + 0,8 %, 106,5
+0,8 % i 105,0 + 0,5 % u odnosu na veli¢inu nanokristala prije dodatka krioprotektora (Tablica
4.). Dodatak glukoze rezultirao je statisticki vrlo znacajnim (p < 0,0001) porastom veli¢ine
pripravljenih nanokristala melatonina, dok je dodatak manitola i trehaloze rezultirao manje
znacajnom promjenom (0,01 < p < 0,05). Ipak, sva tri krioprotektora koriStena su u daljnjim

ispitivanjima, s obzirom na prihvatljivu veli¢inu nanokristala melatonina u njthovom prisustvu.

Tablica 4. Veli¢ina i PDI nanokristala melatonina izrazeni kao apsolutna vrijednost i postotni

omjer srednjeg promjera nanokristala i PDI-ja nakon i prije dodatka krioprotektora

uzorak nanolfreilsitéaillza(nm) nan()\lgisi:ll: (%) PDI PDI (%)

M.G25 216,4+33 121,3+0,8 0,226 + 0,022 173,5+ 4,6
M.M25 186,54+ 2,2 106,5+0,8 0,124 + 0,006 89,0+4,2
M.T25 184,1 + 1,6 105,0 £ 0,5 0,140+ 0,011 11,6 £7,1
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Glukoza, manitol i trehaloza su redom monosaharid, Secerni alkohol i disaharid ugljikohidratne
strukture, s razlikom u reducirajué¢im svojstvima, broju vodikovih veza koje mogu tvoriti i
ucinkovitosti zaStite nanoCestica u procesu liofilizacije. Stupanj oCuvanja fizickih svojstava
nanocestica, a zatim 1 redisperzibilnost suspenzije znacajno ovise o svojstvima i ponasanju
krioprotektora tijekom smrzavanja, pri razli¢itim temperaturama i brzinama smrzavanja. Seéeri
s vecom topljivoscu u vodi ¢e vjerojatnije formirati amorfno staklasto stanje i ostvariti bolji
krioprotektivni u¢inak u odnosu na one s malom topljivoscu koji su skloni kristalizaciji i mogu
destabilizirati nanocestice (Abdelwahed i sur., 2006b; Kumar i sur., 2017). Sposobnost
stvaranja vodikovih veza u korelaciji je s narusavanjem vodikovih veza medu molekulama vode
I inhibicijom rasta kristala (Lee i Baiz, 2022). Osim stvaranja vodikovih veza i zamjene
molekula vode, mehanizam staklastog prijelaza ovisi i 0 viskoznosti disperzije koja raste s
porastom koncentracije krioprotektora i smanjenjem temperature, i izrazenija je u prisustvu
disaharida u odnosu na monosaharide (Weng i sur., 2019). Polisorbat 80 na slican na¢in moze
ostvariti krioprotektivni ucinak, prije svega kada je prisutan u formulaciji proteina koje stiti od
interakcija s kristalima leda s obzirom na brzinu smrzavanja i veli¢inu povrSine kristala leda
(Hillgren i sur., 2002).

4.3. Uspjesnost liofilizacije i fizicka svojstva rekonstituiranih nanosuspenzija melatonina

U daljnjem ispitivanju koriStena su sva tri prethodno odabrana krioprotektora u svrhu o¢uvanja
veli¢ine, raspodjele veli¢ina 1 naboja nanokristala melatonina (obloZenih polisorbatom 80),
oCuvanja reprezentativne strukture kolaca (liofilizata) 1 lakSe rekonstitucije u ishodnom

volumenu nanosuspenzije.

Prije pocetka procesa liofilizacije u uzorku nanosuspenzije otopljena je glukoza, manitol ili
trehaloza pri koncentraciji u rasponu od 0,5 do 2,5 % (m/V). Pripremljen je 1 kontrolni uzorak
bez dodatka krioprotektora. Raspon koncentracija odabran je na temelju prethodnih istrazivanja
u kojima su krioprotektori uglavnom bili prisutni u koncentracijama od 0,1 do 10 % (m/V).
Naime, Pardeshi i suradnici (2023) su u svojem preglednom radu prikazali razvoj i znacajke
kvalitete procesa liofilizacije u istrazivanjima razli¢itth formulacija pa su, primjerice,
kitozanske nanocestice s DNA liofilizirane uz dodatak 0,1-0,3 % (m/V) manitola ili 0,5 % (m/V)
trehaloze. U drugom primjeru su PEG-PLA nanocestice s kurkuminom liofilizirane uz dodatak

glukoze, manitola ili trehaloze u koncentraciji od 10 % (m/V) (Pardeshi i sur., 2023).
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Liofilizacija pripravljene nanosuspenzije melatonina bez dodatka krioprotektora rezultirala je
znacajnim povecanjem (p < 0,0001) promjera nanocestica u rekonstituiranom uzorku, koji je
1znosio 239,0 + 3,7 nm (povecanje za 34,2 + 3,3 % u odnosu na promjer nanocestica u ishodnom
uzorku) Sto ukazuje na agregaciju Cestica uslijed nezasticenog naprezanja. Istodobno, PDI se
povecao za 0,040 + 0,019. Uzorak je bio nereprezentativne strukture i otezane rekonstitucije,
vjerojatno kao posljedica kolapsa i nepotpunog susenja uzorka. Otapanjem posebno manitola u
suspenziji nanokristala, nakon liofilizacije dobivena je reprezentativna porozna struktura kolaca
(Slika 10.) zauzimajuéi volumen jednak volumenu suspenzije prije liofilizacije uz posljedi¢no
ve¢ dokazanu olakSanu rekonstituciju liofilizata i oCuvanu ishodnu raspodjelu veli¢ina Cestica
nanosuspenzije (Pardeshi i sur., 2023). Prisustvo trehaloze uzrokovalo je djelomi¢ni kolaps, a
prisustvo glukoze potpuni kolaps strukture kola¢a. Medutim, svi liofilizirani uzorci, bez obzira

na vrstu i koncentraciju krioprotektora, relativno su lako redispergirani.

Slika 10. Usporedba strukture kolaca uzoraka nanosuspenzija melatonina (0,143 %, m/V)
liofiliziranih uz odabrane krioprotektore u koncentraciji od 2,5 % (m/V); glukoza (A), manitol
(B), trehaloza (C) i kontrolni uzorak (REF) bez dodatka krioprotektora (D).

34



Uspjesnost ocuvanja veli€ine i raspodjele veli¢ina nanokristala melatonina nakon liofilizacije u
prisustvu krioprotektora (glukoze, manitola ili trehaloze), odnosno rekonstitucije u ishodnom
volumenu suspenzije, prikazana je na Slikama 11.-13. (crvena linija oznacava 100-postotni
stupanj oCuvanja veli¢ine nanokristala i najvecu prihvatljivu vrijednost indeksa polidisperznosti
od 0,3). Dodatak glukoze kao krioprotektora nije rezultirao odgovaraju¢im izgledom liofilizata
(Slika 10.), niti je osigurao prihvatljivu veli¢inu nanokristala u rekonstituiranom uzorku.
Naime, veli¢ina nanokristala u rekonstituiranim uzorcima u odnosu na ishodnu veli¢inu iznosila
je od 160,3 + 13,4 % do 176,9 + 10,2 % (Slika 11.) pri koncentraciji glukoze od 0,5 do 2,5 %
(m/V), zbog Cega se glukoza pokazala najmanje prihvatljivim krioprotektorom. Indeks
polidisperznosti nanokristala u rekonstituiranoj suspenziji iznosio je od 0,311 + 0,079 do 0,349
+ 0,061 1 takoder nije bio zadovoljavajuéi, s obzirom na to da je bio iznad vrijednosti od 0,3
koja se smatra prihvatljivom u sustavima za dostavu lijeka 1 ukazuje na homogenu populaciju
nanocestica (Zhang i Wang, 2023). Musumeci i suradnici (2013) su sli¢no ispitivali u¢inak
glukoze kao krioprotektora na fizicka svojstva PLGA i PLGA-PEG nanocestica melatonina uz
polisorbat 80 kao surfaktant. Pritom je veli¢ina Cestica varirala od 100 do 500 nm, odnosno bila

je dva do tri puta veca u odnosu na veli¢inu Cestica prije liofilizacije (Musumeci i sur., 2013).
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Slika 11. Veli¢ina (stupci) i indeks polidisperznosti (PDI, m) nanokristala melatonina nakon
liofilizacije uz dodatak glukoze (G) pri koncentraciji od 0,5, 1,01 2,5 % (m/V), 1 rehidracije do
ishodnog volumena. Veli€ina je izrazena kao postotni omjer srednjeg promjera nanokristala u

rekonstituiranoj 1 ishodnoj suspenziji. Prikazane su srednje vrijednosti = SD, n = 6.
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Manitol i trehaloza kao krioprotektori osigurali su slican stupanj o¢uvanja veli€ine Cestica i
indeksa polidisperznosti. Pri koncentraciji manitola od 0,5, 1,0 i 2,5 % (m/V) veli¢ina
nanokristala u rekonstituiranim uzorcima u odnosu na ishodnu veli¢inu iznosila je redom 116,8
+1,5%, 111,7+ 1,3 % 1110,2 £ 1,4 % (Slika 12.). Porast koncentracije manitola rezultirao je
statisticki znacajnim smanjenjem veli¢ine nanokristala (p < 0,05), priblizavajuéi se pritom 100-
postotnom ocuvanju njihove veli¢ine. Indeks polidisperznosti se takoder smanjivao s porastom
koncentracije manitola od 0,146 + 0,029 do 0,124 + 0,016, odnosno pri svim koncentracijama
je iznosio manje od 0,3 zadovoljavajuci kriterij prihvatljive raspodjele veli¢ina. S druge strane,
pri koncentraciji trehaloze od 0,5, 1,0 1 2,5 % (m/V) veli¢ina nanokristala u rekonstituiranim
uzorcima u odnosu na ishodnu veli¢inu iznosila je redom 112,3 + 3,1 %, 112,1 £ 1,8 %1 111,2
+ 2,1 % (Slika 13.). Razlika u stupnju ocuvanja veli¢ine pri razli¢itim koncentracijama trehaloze
pokazala se znacajnom (p < 0,05) tek pri koncentraciji od 2,5 % (m/V). Indeks polidisperznosti
bio je manji od 0,3 i iznosio je od 0,131 £ 0,019 do 0,151 £+ 0,032. U konacnici, za razliku od
glukoze, manitol i trehaloza su kao potencijalni krioprotektori osigurali zadovoljavajuce
odstupanje veli¢ine nanokristala i indeksa polidisperznosti rekonstituiranih uzoraka pri svim

ispitivanim koncentracijama, iako je najbolji u€inak postignut pri koncentraciji od 2,5 % (m/V).
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Slika 12. Veli¢ina (stupci) i indeks polidisperznosti (PDI, A) nanokristala melatonina nakon
liofilizacije uz dodatak manitola (M) pri koncentraciji od 0,5, 1,0 1 2,5 % (m/V), 1 rehidracije do
ishodnog volumena. Veli€ina je izrazena kao postotni omjer srednjeg promjera nanokristala u

rekonstituiranoj 1 ishodnoj suspenziji. Prikazane su srednje vrijednosti £ SD, n = 6.
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Slika 13. Veli¢ina (stupci) 1 indeks polidisperznosti (PDI, ®) nanokristala melatonina nakon
liofilizacije uz dodatak trehaloze (T) pri koncentraciji od 0,5, 1,01 2,5 % (m/V), i rehidracije do
ishodnog volumena. Veli¢ina je izrazena kao postotni omjer srednjeg promjera nanokristala u

rekonstituiranoj 1 ishodnoj suspenziji. Prikazane su srednje vrijednosti £ SD, n = 6.

Hafner 1 suradnici (2011) su optimirali uvjete liofilizacije lecitinsko-kitozanskih nanocestica s
melatoninom u svrhu dugorocnog oc€uvanja njihove fizicko-kemijske stabilnosti. Prisustvo
glukoze rezultiralo je niZzom temperaturom staklastog prijelaza, djelomi¢nim kolapsom strukture
liofiliziranog uzorka i ve¢im udjelom ostatne vlage, zbog cega se glukoza pokazala slabijim
krioprotektorom u odnosu na trehalozu koja je pri koncentraciji od 2,5 % (m/V) pozitivno
utjecala na o¢uvanje svojstava nanocestica i uspjeh liofilizacije (Hafner i sur., 2011). Sli¢no je
pokazano 1 na primjeru liofilizacije liposomalnih suspenzija s uklopljenim ftorafurom,
analogom pirimidina i antimetabolitom s protutumorskim ucinkom, i vitaminom A. U slucaju
glukoze kao krioprotektora, u usporedbi s manitolom, trehalozom i saharozom, zabiljeZena je
najniza temperatura staklastog prijelaza i najvea promjena u promjeru liposoma, dok je
trehaloza pri koncentraciji od 10 % (m/V) imala najve¢i protektivni u¢inak na ocuvanje veli€ine

i stabilnosti liposoma zbog ¢ega se pokazala kao najprikladniji krioprotektor (Hua i sur., 2003).

Mjerenje potencijala na povrSini Cestice fotonskom korelacijskom spektroskopijom temelji se
na kretanju Cestica pod utjecajem elektricnog polja. Vrijednost zeta-potencijala sluzi za

procjenu interakcija izmedu nanocestica i ekscipijensa koje mogu uzrokovati promjenu naboja
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na povrsini Cestice, utjecati na medusobne interakcije 1 fizi€ko-kemijsku stabilnost koloidnih
disperzija. Veca apsolutna vrijednost zeta-potencijala oznacava veée odbijanje medu susjednim
jednako nabijenim Cesticama u disperziji i manju mogucnost njihove agregacije (EImowafy i
sur., 2021). Maseni omjer surfaktanta i djelatne tvari, duljina trajanja mljevenja i brzina
mljevenja utjeCu na veli¢inu i naboj na povrsini nanocestica. U sluc¢aju primjene polisorbata 80
kao surfaktanta, dokazano je kako vrijednost zeta-potencijala oko + 20 mV potpuno stabilizira
nanosuspenziju kombinacijom elektrostati¢kog i sterickog ucinka (Singh i sur., 2011). Slika 14.
prikazuje uspjeSnost oCuvanja zeta-potencijala nanokristala nakon liofilizacije u prisustvu
krioprotektora i rekonstitucije u ishodnom volumenu suspenzije. Vrijednost zeta-potencijala uz
dodatak manitola i trehaloze u koncentracijama od 0,5 i 1,0 % (m/V) kretala se u rasponu
0d-19,7+2,2mV do -21,0 £ 2,3 mV, odnosno blizu su vrijednosti od + 20 mV koja je prethodno

postavljena kao jedan od indikatora prihvatljive stabilnosti nanosuspenzija (Li 1 sur., 2021).

glukoza manitol trehaloza
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Slika 14. Zeta-potencijal nanokristala melatonina nakon liofilizacije uz dodatak glukoze
(0,5% i 1,0 %, m/V), manitola (0,5 %, 1,0 % i 2,5 %, m/V) i trehaloze (0,5 %, 1,0 % i 2,5 %,
m/V), i rehidracije do ishodnog volumena. Prikazan je postotni omjer zeta-potencijala
nanokristala u rekonstituiranoj 1 ishodnoj suspenziji (stupci) te zeta-potencijal nanokristala

izmjeren u rekonstituiranoj suspenziji (®). Prikazane su srednje vrijednosti + SD, n = 3.
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Iako je polisorbat 80 neionski surfaktant, u literaturi je ¢esto zabiljeZen negativni zeta-potencijal

nanocestica kao rezultat njegove adsorpcije na povrsini nanocestica, zbog eventualno prisutnih

onecis¢enja surfaktanta u obliku slobodnih masnih kiselina ili adsorpcije negativno nabijenih

hidroksilnih iona iz vode na povrsinu nanocestica (Nizi¢ Nodilo i sur., 2022; Zhao i sur., 2023a).

Porast vrijednosti zeta-potencijala moze biti posljedica promjene debljine adsorbiranog sloja na

povrsini nanocestica ili stvaranja vodikovih veza, uz neutralizaciju povrSinskog naboja kao

rezultat (Attia Shafie i Mohammed Fayek, 2013).

Tablica 5. Rezultati ANOVA testa s jednostrukom klasifikacijom za odabrane uzorke

M.M25 M.T25 REF
(parametar)
Velic¢ina nanokristala
Vrijednost poslije 191,6 £ 1,2 195,4+2,1 239,0 £3,7
liofilizacije (nm) + SD
Promjena od pocetne 17,8 £2,3 19,7+3,5 60,9 +4,8
vrijednosti (nm) £ SD
Promjena od pocetne 1102+ 14 111,2+2,1 134,2 +3,3
vrijednosti (%) £ SD
Razlika u odnosu na 23,98 22,98
REF (%) (95 % CI) (20,58; 27,38) (19,58; 26,38)
StatistiCka znacajnost Da (****) Da (****)
u odnosu na REF?
p-vrijednost <0,0001 <0,0001
F-omjer testa = 189.4; p-vrijednost < 0,0001
Indeks polidisperznosti (PDI)
Vrijednost poslije 0,124 +£0,016 0,131 +£0,019 0,192 +£0,021
liofilizacije = SD
Promjena od pocetne -0,021 £ 0,026 0,002 + 0,033 0,040+ 0,019
vrijednosti + SD
Promjena od pocetne 86,3+ 16,3 103.9 + 24,0 126,5 + 13,7
vrijednosti (%) = SD
Razlika u odnosu na 40,27 22,63
REF (%) (95 % CI) (14,21; 66,32) (-3,430; 48,68)
Statisticka znacajnost Da (**) Ne (ns)
u odnosu na REF?
p-vrijednost 0,0035 0,0910

F-omjer testa = 7,141; p-vrijednost = 0,0066 (< 0,05)
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Zeta-potencijal
Vrijednost poslije -18,02 £ 0,81 -15,42 £ 0,69 -9,61 +£ 0,57
liofilizacije (mV) + SD
Promjena od pocetne -4,37 £ 0,89 0,04 £1,36 6,25 +0,97
vrijednosti (mV) + SD
Promjena od pocetne 132,1+7,0 100,1 + 8,7 60,7+4,3
vrijednosti (%) = SD
Razlika u odnosu na -71,34 -39,41
REF (%) (95 % CI) (-82,89; -59,79) (-50,96; -27,86)
StatistiCka znacajnost Da (****) Da (****)
u odnosu na REF*
p-vrijednost <0,0001 <0,0001
F-omjer testa = 140,0; p-vrijednost < 0,0001

ans—p>0,05;* —p<0,05; ** —p<0,01; **¥* —p<0,001; **** —p <0,0001

U svrhu utvrdivanja statisticki znacajne razlike izmedu ucinka odabranih krioprotektora na
fizicka svojstva nanokristala melatonina u rekonstituiranim uzorcima nakon liofilizacije,
provedena je ANOVA analiza varijance s jednim promjenjivim faktorom. Rezultati analize su
prikazani u Tablici 5. Odabran je uzorak svakog krioprotektora koji je uzrokovao najmanju
promjenu veli¢ine nanokristala prije i poslije liofilizacije (M.M25 i M.T25). Statisticka analiza
izracunata je u odnosu na vrijednosti rekonstituiranog kontrolnog uzorka (REF) podvrgnutog
istom procesu liofilizacije, no bez dodatka krioprotektora. U odnosu na uzorak REF, a samim
time i na uzorke M.M25 i M.T25, glukoza je rezultirala znacajno ve¢im povecanjem veli¢ine

nanokristala (p < 0,0001), stoga nije uzeta u obzir za daljnju statisti¢ku obradu.

P-vrijednost je indikator statisticke zna¢ajnosti rezultata pokazujuci kolika je vjerojatnost da je
uocena razlika izmedu skupova rezultata posljedica slu¢ajnosti, uz p < 0,05 koja je postavljena
kao minimalna razina statisticke znacajnosti. 95-postotni interval pouzdanosti oznac¢ava raspon
mogucih vrijednosti unutar kojeg se stvarna vrijednost nalazi s vjerojatnos¢u od 95 %. F-omjer

kao pozitivna vrijednost predstavlja znacajnost razlike izmedu promatranih srednjih vrijednosti.

U usporedbi s vrijednostima rekonstituiranog kontrolnog uzorka, manitol i trehaloza su vec¢ pri
koncentraciji od 0,5 % (m/V) ostvarili statisti¢ki znacajan u¢inak (p <0,05) na ocuvanje veli¢ine
nanokristala koji je dodatno izrazen pri koncentraciji od 2,5 % (m/V). Trehaloza (2,5 %, m/V)
je ostvarila veci stupanj ocuvanja fizi¢kih svojstava nanokristala melatonina, poput indeksa
polidisperznosti i zeta-potencijala, u usporedbi s manitolom. Statisticka analiza pokazala je
usporediv uc¢inak manitola i trehaloze (2,5 %, m/V) na oCuvanje veli¢ine i raspodjele veli¢ina

(p > 0,05), te statisticki znacajnu razliku u uc¢inku na o¢uvanje zeta-potencijala (p < 0,05).
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Prema tome, manitol i trehaloza su kao krioprotektori ostvarili slican i zadovoljavajuci ucinak
na ocuvanje veli¢ine nanokristala melatonina tijekom liofilizacije u odnosu na kontrolni uzorak
(REF) podvrgnut procesu liofilizacije bez dodatka krioprotektora. Manitol je pritom rezultirao
reprezentativnijom strukturom liofilizata, a trehaloza ve¢im stupnjem ocuvanja vrijednosti zeta-
potencijala. Stoga su ovi krioprotektori odabrani za daljnje ispitivanje stabilnosti liofilizirane
nanosuspenzije melatonina za vrijeme skladiStenja. Ispitan je njihov u¢inak pri koncentraciji od
2,5 % (m/V) koja je rezultirala najmanjim povecanjem veliine nanokristala i najmanjim

indeksom polidisperznosti.

4.4. Stabilnost liofiliziranih nanosuspenzija melatonina

U daljnjem ispitivanju promatrana je stabilnost liofiliziranih nanosuspenzija melatonina
pripravljenih uz dodatak manitola i trehaloze pri koncentraciji od 2,5 %, m/V (M.M25 i M.T25)
u odabranim vremenskim tockama. Odabir tipa i koncentracije krioprotektora temeljen je na
rezultatima ispitivanja uspjesnosti liofilizacije i karakterizacije rekonstituiranih nanosuspenzija

melatonina Koji su raspravljeni u prethodnom odjeljku.

Stabilnost liofiliziranih nanosuspenzija melatonina M.M25 i M.T25 promatrana je tijekom
razdoblja od 60 dana, odnosno dva mjeseca. Uzorci su odmah nakon liofilizacije u staklenim
vijalama zasti¢eni parafilmom i pohranjeni u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C. U odabranim
vremenskim tockama promatrani su izgled liofilizata i fizicka svojstva nanokristala mjerenjem
njihove velicine, raspodjele veli¢ina (PDI) i povrSinskog naboja Cestica (zeta-potencijala) u

uzorku nakon rekonstitucije u ishodnom volumenu nanosuspenzije.

Ni u jednom ispitivanom uzorku nije bilo vidljive promjene boje ili izgleda liofilizata tijekom
skladiStenja. Liofilizati, nakon §to su izvadeni iz hladnjaka i kratko ostavljeni na sobnoj
temperaturi, jednostavno su i brzo redispergirani uz dodatak pro¢is¢ene vode. Veli¢ina Cestica,
indeks polidisperznosti i zeta-potencijal mjereni u rekonstituiranim uzorcima vec¢inom su ostali
sacuvani u odnosu na odgovarajuce parametre svjeze pripremljene nanosuspenzije (Slike 15. i
16.), ukazujuci pritom na odgovarajucu stabilnost liofiliziranih nanosuspenzija u promatranom
razdoblju skladistenja do 60 dana. U prisustvu manitola (2,5 %, m/V) veli¢ina nanokristala
iznosila je 195,2 + 1,9 nm nakon 60 dana skladiStenja. Vrijednost PDI-ja se pokazala relativno
varijabilnom u odnosu na pocetnu vrijednost raspodjele veli¢ina nanokristala, no i nakon 60

dana ona je iznosila 0,184 + 0,032, zadovoljavajuéi uvjet jednolike raspodjele veli¢ina (< 0,3).
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Apsolutna vrijednost zeta-potencijala blago se povecala do vrijednosti od -21,8 = 0,2 mV
ukazujuéi na potencijalno zadovoljavajuci uc¢inak povrsinskog naboja na medusobno odbijanje

i stabilizaciju Cestica (Slika 15.).
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Slika 15. Veli¢ina (stupci), indeks polidisperznosti (PDI, m) i zeta ({)-potencijal (A)
nanokristala melatonina nakon liofilizacije uz dodatak manitola (M) pri koncentraciji od
2,5 % (m/V), i rehidracije do ishodnog volumena 0, 3, 7, 14, 30, 45 i 60 dana nakon

liofilizacije. Prikazane su srednje vrijednosti = SD, n = 3.

Uz dodatak trehaloze (2,5 %, m/V) veli¢ina nanokristala nakon 60 dana skladiStenja iznosila je
201,2 + 3,7 nm, odnosno nije se znac¢ajno promijenila u odnosu na ishodnu vrijednost (p >
0,05). Vrijednost PDI-ja je tijekom cijelog promatranog razdoblja ostala nepromijenjena, dakle
pokazala se relativno manje varijabilnom nego u slucaju manitola. U uzorku koji je cuvan 60
dana iznosila je 0,174 + 0,012, zadovoljavajuci uvjet jednolike raspodjele veli¢ina (< 0,3).
Apsolutna vrijednost zeta-potencijala istog uzorka iznosila je -18,1 £+ 0,9, $to ukazuje na nesto

manji stabilizirajuc¢i u¢inak nego u sluc¢aju manitola (pozeljno oko + 20 mV) (Slika 16.).
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Slika 16. Veli¢ina (stupci), indeks polidisperznosti (PDI, m) i zeta ({)-potencijal (A)
nanokristala melatonina nakon liofilizacije uz dodatak trehaloze (T) pri koncentraciji od 2,5 %
(m/V), i rehidracije do ishodnog volumena 0, 3, 7, 14, 30, 45 i 60 dana nakon liofilizacije.

Prikazane su srednje vrijednosti = SD, n = 3.

U konacnici, provedena ispitivanja stabilnosti za vrijeme skladistenja uglavnom su potvrdila
oCuvanje kljuénih fizickih svojstava razvijenih formulacija. Ucinak trehaloze kao
krioprotektora pri koncentraciji od 2,5 % (m/V) pokazao se relativno boljim za o¢uvanje
ukupnih fizickih svojstava i stabilnost liofilizirane nanosuspenzije, u odnosu na manitol pri istoj
koncentraciji (2,5 %, m/V). Ovakav rezultat u skladu je s ranije opisanim krioprotektivnim
u¢inkom trehaloze (2,5 %, m/V) (Hafner i sur., 2011). Naime, liofilizacijom suspenzije
lecitinsko-kitozanskih nanocestica s melatoninom uz dodatak trehaloze pri koncentraciji od 2,5
% (m/V), pripravljen je stabilni liofilizat s moguénoscu rekonstitucije ishodne suspenzije
nanocestica tijekom razdoblja od 7 mjeseci (Hafner i sur., 2011). Trehaloza je i u kasnijim
istrazivanjima pokazala povoljan krioprotektivni u€inak zbog visoke temperature staklastog
prijelaza, izostanka kemijske reaktivnosti i male higroskopnosti, osiguravajuc¢i fizicku i

kemijsku stabilnost liofiliziranih formulacija (Pardeshi i sur., 2023).

43



5. ZAKLJUCCI

e UspjeSno je pripravljena nanosuspenzija melatonina metodom 24-satnog vlaznog
mljevenja pri koncentraciji melatonina od 0,143 % (m/V) 1 pri koncentraciji polisorbata
80 kao povrSinski aktivne tvari od 0,286 % (m/V), odnosno u konacnom masenom omjeru

melatonina i polisorbata 80 od 1:2.

e Veli¢ina nanokristala melatonina unutar svjeze pripravljene nanosuspenzije iznosila je

176,4 + 3,3 nm, uz indeks polidisperznosti od 0,141 = 0,013.

e Liofilizacija pripravljene nanosuspenzije melatonina i rekonstitucija do ishodnog
volumena rezultirali su povecanjem veli¢ine nanokristala do 239,0 + 3,7 nm, odnosno za

34,2 £+ 3,3 %, i indeksa polidisperznosti do 0,192 + 0,021, odnosno za 26,5 + 13,7 %.

e Prisustvo krioprotektora u nanosuspenziji melatonina podvrgnutoj liofilizaciji pokazalo
se vaznim formulacijskim parametrom za ocuvanje fizickih svojstava nanokristala u

rekonstituiranoj nanosuspenziji.

e Liofilizacija nanosuspenzije melatonina uz dodatak manitola rezultirala je liofilizatom
volumena jednakog volumenu suspenzije prije liofilizacije. U slucaju trehaloze uocen je

djelomic¢ni kolaps, a u slu¢aju glukoze potpuni kolaps strukture liofilizata.

e Glukoza se pri ispitivanim koncentracijama (od 0,5 do 2,5 %, m/V) pokazala potpuno
neprikladnim krioprotektorom, u prisustvu kojeg su se veli¢ina nanokristala i indeks

polidisperznosti u rekonstituiranom uzorku povecali u odnosu na ishodne vrijednosti.

e Manitol 1 trehaloza su pri koncentracijama od 0,5 do 2,5 % (m/V) osigurali
zadovoljavajuce ocuvanje fizi€kih svojstava nanokristala melatonina nakon liofilizacije.
Porastom koncentracije krioprotektora u liofiliziranoj nanosuspenziji djelomi¢no se

povecala uspjesnost ouvanja veli¢ine i raspodjele veli¢ina nanokristala.

e Uz dodatak manitola ili trehaloze pri koncentraciji od 2,5 % (m/V) uspjesno je o€uvana
fizicka stabilnost liofiliziranih uzoraka nanosuspenzije melatonina tijekom 60-dnevnog
skladiStenja. S obzirom na ve¢i stupanj ocuvanja fizickih svojstava i manje varijabilne

vrijednosti tijekom skladiStenja, trehaloza se pokazala prikladnijim krioprotektorom.

44



6. POPIS KRATICA, OZNAKA I SIMBOLA

®

ASD

BCS

°C

Cmax
CHMP
CNS
CQA

DLS

DSC
EMA
FDA
FDM
HALMED
HLB

LD

LDV

min

PCS

PDI
PEG-PLA

tmax

{-potencijal

registrirani trgovacki znak

poremecaj iz spektra autizma

biofarmaceutska klasifikacija tvari

Celzijev stupanj

vr$na koncentracija u plazmi

Povjerenstvo za humane lijekove

srediSnji ziv€ani sustav

kriti¢na znacajka kvalitete

dinamicko rasprSenje svjetlosti

diferencijalna pretrazna kalorimetrija

Europska agencija za lijekove

Agencija za hranu i lijekove Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava
mikroskopija susenja smrzavanjem

Hrvatska agencija za lijekove 1 medicinske proizvode
hidrofilno-lipofilni omjer

laserska difraktometrija

lasersko mjerenje brzine na temelju Dopplerovog efekta
minuta

fotonska korelacijska spektroskopija

indeks polidisperznosti

polietilenglikolom obloZen polilaktid

negativan dekadski logaritam aktiviteta vodikovih iona u otopini
negativan logaritam konstante disocijacije kiseline
polimer mlijecne 1 glikolne kiseline

indeks redisperzibilnosti

standardna devijacija

vrijeme

temperatura kolapsa

temperatura staklastog prijelaza

Vrijeme postizanja vrSne koncentracije u plazmi

zeta-potencijal
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8. SAZETAK/SUMMARY

Melatonin je hormon lipofilnog karaktera i ogranic¢ene topljivosti u vodi koji u ljudskom
organizmu fizioloski sintetizira epifiza. Ostvaruje pleiotropni ufinak na glavne fizioloske
funkcije, stani¢ni ciklus i biokemijske mehanizme s cirkadijanim obiljezjima. Terapijska
primjena se primarno odnosi na poremecaje spavanja poput nesanice. Suvremena istrazivanja
usmjerena su na razvoj inovativnih farmaceutskih oblika melatonina. Izrada nanosuspenzija
predstavlja jednu od strategija oblikovanja slabo topljivih lijekova s ciljem povecanja
topljivosti, brzine otapanja i bioraspolozivosti. Medutim, glavno ograni¢enje je dugorocna
nestabilnost nanosuspenzija i sklonost Cestica agregaciji. SuSenje smrzavanjem, odnosno
liofilizacija, pokazalo se kao jedna od metoda razvoja ¢vrstih oblika nanosuspenzija poveéane

fizi¢ke stabilnosti.

Cilj ovog rada bio je ispitati mogucnost liofilizacije nanosuspenzije melatonina u svrhu
razvoja suhog oblika koriste¢i glukozu, manitol i trehalozu (0,5 — 2,5 %, m/V) kao
krioprotektore, te ispitati njihov utjecaj na kratkorocnu i dugoro¢nu stabilnost razvijenih
liofilizata mjere¢i veli¢inu, indeks polidisperznosti i zeta-potencijal nanokristala u
rekonstituiranim suspenzijama. Nanosuspenzija melatonina (0,143 %, m/V) pripravljena je
metodom vlaznog mljevenja uz dodatak polisorbata 80 (0,286 %, m/V) kao povrsinski aktivne
tvari, u masenom omjeru 1:2. Veli¢ina Cestica ishodne nanosuspenzije iznosila je 176,4 £ 3,3
nm uz indeks polidisperznosti od 0,141 £ 0,013. Liofilizacija nanosuspenzije melatonina uz
dodatak manitola rezultirala je liofilizatom volumena jednakog volumenu suspenzije prije
liofilizacije. U slucaju trehaloze uocen je djelomicni kolaps, a u slu€aju glukoze potpuni kolaps
strukture liofilizata. Manitol i trehaloza su pri koncentracijama od 0,5 do 2,5 % (m/V) osigurali
zadovoljavajué¢e ocuvanje fizickih svojstava nanokristala melatonina nakon liofilizacije, za
razliku od glukoze. Porastom koncentracije manitola i trehaloze u liofiliziranoj nanosuspenziji
djelomic¢no se povecala uspjesnost o¢uvanja veli¢ine i raspodjele veli¢ina nanokristala. Tijekom
skladistenja pri 4 °C u razdoblju od 60 dana, uz manitol i trehalozu (2,5 %, m/V) kao
krioprotektore, uspjesno su sacuvani izgled liofilizata i fizicka svojstva nanokristala nakon
rekonstitucije, ¢ime je potvrden njihov krioprotektivni uéinak u procesu liofilizacije

nanosuspenzije melatonina.
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Melatonin is a lipophilic hormone with limited water solubility, which is physiologically
synthesized in the human body by the pineal gland. It has a pleiotropic effect on the main
physiological functions, the cell cycle, and biochemical mechanisms with circadian
characteristics. Therapeutic use is primarily related to sleep disorders such as insomnia.
Nowadays, research is focused on the development of innovative pharmaceutical forms of
melatonin. The production of nanosuspensions represents one of the strategies for the
formulation of poorly soluble drugs with the aim of increasing their solubility, dissolution rate
and bioavailability. However, the main limitation is the long-term instability of
nanosuspensions and the tendency of particles to aggregate. Freeze drying, i.e. lyophilisation,
proved to be one of the methods of developing solid forms of nanosuspensions with increased

physical stability.

The aim of this work was to examine the possibility of lyophilisation of melatonin
nanosuspension for the purpose of developing a dry form using glucose, mannitol and trehalose
(0.5-2.5%, wiv) as cryoprotectants, and to examine their influence on the short-term and long-
term stability of the developed lyophilisates by measuring size, polydispersity index and zeta-
potential of nanocrystals in reconstituted suspensions. Nanosuspension of melatonin (0.143%,
w/v) was prepared by the method of wet milling with the addition of polysorbate 80 (0.286%,
w/v) as a surfactant, in a weight ratio of 1:2. The particle size within the initial nanosuspension
was 176.4 + 3.3 nm with a polydispersity index of 0.141 + 0.013. Lyophilisation of the
melatonin nanosuspension in the presence of mannitol resulted in a lyophilisate volume equal
to the volume of the suspension before lyophilisation. In the case of trehalose, a partial collapse
was observed, and in the case of glucose, a complete collapse of the structure of the lyophilisate
was observed. Mannitol and trehalose at concentrations from 0.5 to 2.5 % (w/v) ensured
satisfactory preservation of the physical properties of melatonin nanocrystals after
lyophilisation, in contrast to glucose. Increasing the concentration of mannitol and trehalose in
the lyophilised nanosuspension partially increased the success of preserving the size and size
distribution of nanocrystals. During storage at 4 °C for a period of 60 days, with mannitol and
trehalose (2.5 %, w/v) as cryoprotectants, the appearance of the lyophilisate and the physical
properties of the nanocrystals after reconstitution were successfully preserved, thus confirming

their cryoprotective effect in the process of lyophilisation of melatonin nanosuspensions.
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SUMMARY

Melatonin is a lipophilic hormone with limited water solubility, which is physiologically synthesized in the human body by the pineal
gland. It has a pleiotropic effect on the main physiological functions, the cell cycle, and biochemical mechanisms with circadian
characteristics. Therapeutic use is primarily related to sleep disorders such as insomnia. Nowadays, research is focused on the
development of innovative pharmaceutical forms of melatonin. The production of nanosuspensions represents one of the strategies
for the formulation of poorly soluble drugs with the aim of increasing their solubility, dissolution rate and bioavailability. However,
the main limitation is the long-term instability of nanosuspensions and the tendency of particles to aggregate. Freeze drying, i.e.
lyophilisation, proved to be one of the methods of developing solid forms of nanosuspensions with increased physical stability. The
aim of this work was to examine the possibility of lyophilisation of melatonin nanosuspension for the purpose of developing a dry
form using glucose, mannitol and trehalose (0.5-2.5%, w/v) as cryoprotectants, and to examine their influence on the short-term and
long-term stability of the developed lyophilisates by measuring size, polydispersity index and zeta-potential of nanocrystals in
reconstituted suspensions. Nanosuspension of melatonin (0.143%, w/v) was prepared by the method of wet milling with the addition
of polysorbate 80 (0.286%, w/v) as a surfactant, in a weight ratio of 1:2. The particle size within the initial nanosuspension was 176.4
+ 3.3 nm with a polydispersity index of 0.141 + 0.013. Lyophilisation of the melatonin nanosuspension in the presence of mannitol
resulted in a lyophilisate volume equal to the volume of the suspension before lyophilisation. In the case of trehalose, a partial collapse
was observed, and in the case of glucose, a complete collapse of the structure of the lyophilisate was observed. Mannitol and trehalose
at concentrations from 0.5 to 2.5 % (w/v) ensured satisfactory preservation of the physical properties of melatonin nanocrystals after
lyophilisation, in contrast to glucose. Increasing the concentration of mannitol and trehalose in the lyophilised nanosuspension
partially increased the success of preserving the size and size distribution of nanocrystals. During storage at 4 °C for a period of 60
days, with mannitol and trehalose (2.5 %, w/v) as cryoprotectants, the appearance of the lyophilisate and the physical properties of
the nanocrystals after reconstitution were successfully preserved, thus confirming their cryoprotective effect in the process of
lyophilisation of melatonin nanosuspensions.
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