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Kratak sadrzaj

Komplekse sa dezoksiribonukleinskom kiselinom (DNK) gradi veliki broj neorganskih i
organskih jedinjenja, medu kojima su od posebnog znac¢aja lekovi iz grupe hemioterapeutika. U
radu je dat pregled strukturnih karakterstika DNK molekula i tipova interakcija (kovalentne i
nekovalentne) koje se javljaju izmedu molekula leka i DNK. Kovalentno vezivanje leka za
DNK je ireverzibilno i vodi ka kompletnoj inhibiciji funkcija DNK S§to dovodi do smrti ¢elije,
dok je nekovalentno vezivanje reverzibilno i zasniva se na principu molekularnog
prepoznavanja. Posebna paznja je posveéena objasnjenju specificnih mesta u molekulu DNK na
kojima dolazi do vezivanja leka, u zavisnosti od strukturnih karakteristika molekula leka.
Najveci broj lekova koji reaguju nekovalentno su interkalatni agensi, a pored njih postoje i
lekovi koji se vezuju za mali ili veliki Zljeb molekula DNK.

Prilikom gradenja ovih kompleksa nastaju promene kako na molekulu DNK tako i na
molekulu leka. U radu je dat pregled metoda koje se koriste u ispitivanju interakcija izmedu leka
i DNK sa ciljem detekcije i objasnjenja nastalih promena. U ovu svrhu koriste se
spektroskopske metode, kao §to su UV/VIS, infracrvena, ramanska i NMR spektroskopija,
zatim spektroskopije polarizovane svetlosti: metode linearnog i cirkularnog dihroizma,
fluorescentne anizotropije ili rezonancije, a u novije vreme i osetljivi DNK-biosenzori.
Predstavljeni su literaturni rezultati dobijeni primenom navedenih metoda koji se koriste za
utvrdivanje oStecenja na DNK molekulu, odredivanje mesta specificnog vezivanja leka,
redosleda vezivanja, kao i za detekciju konformacionih promena nastalih usled lek-DNK
interakcije.

Kljuéne rec€i: Lek, DNK, interakcija, spektroskopske metode, DNK-biosenzori.
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Uvod

Dezoksiribonukleinska kiselina (DNK) [1-3] je prirodni produkt od ogromnog
znacaja za razumevanje mehanizma genetskih procesa, rasta, razvi¢a i starenja celije.
Otuda je razumljiv interes za prouCavanje procesa na nivou interakcija DNK sa
lekovima iz grupe hemioterapeutika. Vezivanje peptida, malih organskih i neorganskih
molekula za DNK moze uticati na brojne bioloske procese u kojima ucestvuje DNK,
kao Sto su transkripcija ili replikacija [2, 3]. DNK zapocinje transkripciju ili replikaciju
kada dobije signal od regulatornog proteina koji se vezao za njen odredeni deo. Ako se
umesto regulatornog proteina umesa neki drugi mali molekul, funkcija DNK se vestacki
menja, bilo da se inhibira ili aktivira. Ovi uticaji s jedne strane mogu usporiti ili potpuno
spreciti rast Celije, dok s druge strane mogu dovesti do prekomerne produkcije nekog
proteina i nekontrolisanog rasta celije. Kada nastala aktivacija ili inhibicija funkcije
DNK deluje tako da leci ili kontroliSe bolest, mali molekul predstavlja lek, dok je u
suprotnom slucaju - citotoksi¢ni agens. Veoma obimnim hemijskim i biohemijskim
ispitivanjima okarakterisan je veliki broj supstanci koje reaguju sa DNK molekulima,
medu njima su antivirusni, antibakterijski, antiprotozoalni i antitumorski agensi. Neki
od njih se primenjuju u klini¢koj praksi, dok su drugi jo§ uvek u fazi ispitivanja.

Primenom kristalografskih i NMR ispitivanja [4-6], u prethodnih dvadesetak
godina, mnogo se saznalo o konformacionoj fleksibilnosti DNK molekula, kao i o
uticaju sekvence baza i ulozi molekula vode i kontrajona na ove parametre. Usledio je
veliki izazov, prikupiti navedene podatke o kompleksima leka i DNK i na osnovu njih
saznati $to viSe o pravilima po kojima se deSava redosled specifi¢nog vezivanja leka
(eng. sequence specific binding), te tako ste¢i uvid u korelaciju izmedu DNK strukture,
sekvence vezivanja leka 1 aktivnosti.

Cilj ovoga rada je da se prikaze literaturni pregled postojecih fizickohemijskih
metoda koje se koriste u prouc¢avanju interakcija izmedu leka i DNK. Predstavjene su
odabrane opticke i elektrohemijske metode koje se primenjuju u ispitivanju mehanizma
interakcije lek-DNK, za odredivanje mesta specificnog vezivanja leka, kao i1 za
utvrdivanje oStecenja nastalih na DNK molekulu. Iako sve metode predstavljene u
ovom radu imaju svoje specificnosti, zajedni¢ki im je cilj da merljive biofizicke
parametre povezu sa citotoksi¢noscu, tj. antitumorskom aktivnoscu leka.

Veliki broj jedinjenja gradi komplekse sa DNK i to uglavnom kada je DNK u
nativnoj formi, u obliku dvolancane spirale. Komplekse grade kako organski mali
molekuli (prirodni ili sinteticki proizvodi), tako i neorganska jedinjenja, kao $to je cis-
platina. Pre razmatranja metoda detekcije nastalih kompleksa, dat je kratak pregled
strukturnih karakteristika dvolancane spirale molekula DNK, uz osvrt na raspoloziva
mesta za interakciju sa lekovima i tip hemijskih veza koje se uspostavljju izmedu leka i
molekula DNK.
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Strukturne karakteristike molekula DNK

Dezoksiribonukleinska kiselina [1-3] je polinukleotid koji grade monomerne
jedinice nukleotidi, jedinjenja koja se sastoje od azotne baze, purinske (adenin i guanin)
ili pirimidinske (timin i citozin), monosaharida dezoksiriboze i fosforne kiseline
(Slika 1). Azotna baza je N-glikozidnom vezom vezana za dezoksiribozu, a ova je
fosfodiestarskom vezom vezana za fosfatnu grupu kiseline. Kada je u pitanju ceo
polinukleotidni lanac onda su nukleotidi medusobno povezani fosfodiestarskim vezama
izmedu C3' ugljenikovog atoma jedne pentoze i C5' ugljenikovog atoma naredne
pentoze u nizu. To su 3'-5' fosfodiestarske veze i Cinjenica da su one asimetricne, ¢ini da
ceo polinukleotidni lanac ima usmerenje. Osnovu sekundarne strukture DNK ¢ini
dvolancana spirala. Dva polinukleotidna lanca koja ¢ine ovu spiralu su antiparalelna, $to
znaci da se naspram 5' kraja jednog lanca nalazi 3' kraj drugog i obrnuto. Naspramne
baze se povezuju vodoni¢nim vezama, a princip komplementarnosti, na kome se zasniva
sekundarna struktura DNK, omogucava da redosled baza u jednom lancu automatski
odreduje redosled u drugom.

adenin

veliki Zljeb

secerno-fosfatna

Kigma mali Zljeb

Slika 1. Struktura dvolancane spirale molekula DNK
Figure 1. Structure of double stranded DNA
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Delovi molekula DNK preko kojih se odvijaju interakcije s malim molekulima su:
negativno naelektrisane fosfatne grupe (atomi kiseonika) u ki¢mi spirale, funkcionalne
grupe u malom ili velikom Zljebu koje mogu biti akceptori ili donori vodonika i
aromati¢ne hidrofobne komponente koje stupaju u Van der Valsove interakcije. Treba
uzeti u obzir i to da je geometrija dvostruke spirale, dubina i Sirina malih 1 velikih
zljebova razli€ita u razli¢itim konformacijama (A, B 1 Z forma) DNK molekula. Pored
ovoga, vaznu ulogu u stabilnosti DNK molekula, ali i lek-DNK kompleksa, ima
hidratacija, jer se smatra da i proces hidratacije zavisi od sekvence baza.

Tipovi DNK - lek interakcija

Lekovi stupaju u reakciju s molekulom DNK kovalentnim i nekovalentnim
interakcijama.

Kovalentno vezivanje leka za DNK je ireverzibilno i nedvosmisleno vodi ka
kompletnoj inhibiciji funkcija DNK, §to dovodi do smrti ¢elije. Cis-platina (Tabela I) je
antitumorski lek 1 najpoznatije jedinjenje koje se kovalentno vezuje za DNK.
Kovalentne veze se ostvaruju izmedu atoma hlora cis-platine i atoma azota guanina, pri
¢emu dolazi do ukrStanja u samom lancu, kao i izmedu lanaca DNK [7]. Pored cis-
platine, jo$ su dva antitumorska antibiotika nasla veliku primenu u klinickoj praksi.
Mitioicin C je antitumorski antibiotik koji gradi kovalentne veze sa guaninom DNK
samo u redukovanom stanju, tj. posle reduktivne aktivacije, a antramicin se kovalentno
vezuje za azot N2 u guaninu smeStenom u malom zljebu DNK molekula.

Nekovalentno vezivanje leka za DNK je reverzibilno i1 pozeljnije od
kovalentnog, ako se imaju u vidu metabolizam leka i1 potencijalni toksi¢ni efekti. Jedan
od glavnih principa hemije DNK je molekularno prepoznavanje, tj. proces u kome
molekuli (mali ili veliki) selektivno prepoznaju jedni druge. Ovo se ispoljava kroz
nekoliko tipova interakcija: elektrostaticke, vodoni¢ne veze 1 Van der Valsove (dipol-
dipol). Stabilnost nagradenog kompleksa lek-DNK zavisi od intenziteta ovih interakcija.

Lekovi koji reaguju nekovalentno mogu se svrstati u nekoliko grupa:
1. Interkalatni agensi
2. Lekovi koji se vezuju za mali zljeb
3. Lekovi koji se vezuju za veliki zZljeb

Interkalatni agensi

Karakteristika interkalatora je da poseduju planarnu aromaticnu hromoforu koju
¢ini nekoliko spojenih (fuzionisanih) Sestoclanih prstenova s razli€itim supstituentima i
amino Secerni ostatak. Interkalatori se dele na mono- i1 bifunkcionalne interkalatore, u
zavisnosti od toga da li imaju jednu ili dve aromati¢ne hromofore. Postoje prosti mono-
interkalatori kao npr. akridin 1 oni sloZenije strukture (daunomicin, antraciklin) sa Cetiri
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aromati¢na prstena i supstituentima u polozajima 7 1 9 (Tabela I). Dve aromati¢ne grupe
u bifunkcionalnim interkalatorima razdvojene su nekim voluminoznim sistemom, kao
Sto je krut cikli¢ni peptidni sistem koji je kod ehinomicina i triostina A u svom centru
stabilizovan kovalentno vezanim disulfidnim mostom (Tabela I).

Tabela I
Table I

Lekovi koji reaguju s molekulom DNK kovalentnim i nekovalentnim interakcijama
Drugs interacting with DNA, covalently and noncovalently

Lekovi koji stupju u kovalentne interakcije sa DNK

Cis-platina Mitioicin C Antramicin
. NH.
y 2 O F} OH
Cl.,  NHs 0 o
Pt HoN OMe
c”” NH, 2 NH
N NH 4
o)

Interkalatni agensi

Mono-interkalatori

Bifunkcionalni interkalatori

Akridin O X O
N/

Ehinomicin

Daunomicin

Adriamicin

Triostin A

R=H Daunomicin
R=0H Adriamicin

NJYN

0]

Q

o)

Fenomen interkalacije predstavlja smeStanje aromaticnog dela molekula leka
izmedu parova baza (Slika 2a) [8]. Interkalatni agensi stupaju u hidrofobne interakcije s
DNK, jer ovi lekovi imaju hidrofobne aromati¢ne grupe koje reaguju s aromati¢nim
grupama baza DNK. Ukupna koli¢ina povrSinski vezane vode smanjuje se posle
formiranja kompleksa. Interkalacija dovodi do povecanja rastojanja izmedu susednih
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parova baza, §to bi moglo da prouzrokuje distorziju heliksa. SreCom, ki¢ma spirale koju
¢ini lanac Secernofosfatnih ostataka prilagodava se nastaloj promeni (odmotava se do
odredenog stepena) i kompenzuje nastalu distorziju. Veze koje se uspostavljaju izmedu
aromati¢nih struktura u leku 1 baza DNK predstavljaju osnovni faktor stabilnosti
nastalog kompleksa. Tako se formiraju direktne vodoni¢ne veze izmedu funkcionalnih
grupa koje su odgovorne za dejstvo leka (kao Sto je hidroksilna grupa prstenu A ili
NH;" grupa u polozaju 3' kod daunomicina) i azota N2 i N3 guanina ili O2 citozina na
mestu interkalacije. Cesto se umesto direktnih vodoniénih veza izmedu leka i DNK
formiraju H-veze posredstvom molekula vode (eng. water mediated contacts).

Pored ove, opsSte Seme stvaranja kompleksa, veze koje se ostvaruju izmedu
odredenog leka 1 DNK zavise od sekvence baza na mestu interkalacije 1 hemijskih
modifikacija samog leka.

Bifunkcionalni interkalatori mogu interkalirati u molekul DNK na dva razlicita
nacina: I - intramolekulskim ukrStanjem lanaca (obe aromati¢ne grupe interkaliraju u
jedan DNK molekul) i II - intermolekulskim ukr$tanjem lanaca (dve aromati¢ne grupe
interkaliraju u dva DNK molekula) (Slika 2b) [8]. Maksimalni prinos kompleksa u
idealnom slucaju nastaje kada je odnos DNA : lek=1: 0,125.

N N

Slika 2.  Stilizovani dijagram interkalacije daunomicina. (a) Atomi daunomicina
predstavljeni su kruzi¢ima, a baze i Seéerni ostaci diskovima [1]; (b) I-
intramolekulsko ukrs$tanje lanaca i II intermolekulsko ukrS§tanje lanaca [8]

Figure 2. Stylised diagram of daunomycin intercalation. (a) Atoms of daunomycin are
shown as circles, the sugar and base components of the nucleotides are
represented as disks [1]; (b) I- intramolecular cross-link and II intermolecular
cross-link [8]
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Lekovi koji se vezuju za mali Zljeb

Najpoznatiji lekovi koji se vezuju za mali zljeb DNK su netropsin, distamicin,
berenil i spermin. Ovi molekuli su najces¢e oblika polumeseca 1 komplementarni su
zljebu DNK [9,10] (Slika 3) [11]. Smestaju se u njega i vecinom uspostavljaju Van der
Valsove veze, dok neki od ovih lekova grade i vodoni¢ne veze sa azotom (N3) iz
adenina ili kiseonikom (02) iz timina. U svim nagradenim kompleksima lek se smesta u
Supljinu zljeba 1 zamenjuje hidratni sloj koji je tu bio prisutan. Iako izgleda da, prilikom
nastanka ovakvog kompleksa, ne bi trebalo da dode do promene u geometriji DNK, ipak
dolazi do uvrtanja dvostruke spirale u suprotnu stranu, usled rotiranja jedne od baza,
kako bi se omoguc¢ilo formiranje vodoni¢ne veze s lekom. Vodoni¢na veza moze da se
ostvari direktno izmedu odgovaraju¢ih grupa leka 1 DNK, ali i preko molekula vode iz
hidratnog sloja kao medijatora. Ovaj drugi slucaj je veoma cest i tako ostvarene veze
predstavljaju glavni stabilizirajuéi faktor u kompleksu. Van der Valsove sile su takode
prisutne i doprinose stabilnosti kompleksa, a mogu dovesti i do znatnih perturbacija
dvostruke spirale DNK u odnosu na normalnu, tzv. Vatson-Krik geometriju.

' .
'-
. S

A

~

Slika 3. Berenil u malom Zljebu DNK [11]
Figure 3. Berenil bound to DNA minor groove [11]
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Pored promena DNK molekula, primeéeno je da u nastalim kompleksima i
molekul leka trpi konformacione promene. Ove promene posledica su formiranja
maksimalnog broja interakcija, a sve sa ciljem postizanja S§to vece stabilnosti
kompleksa.

Lekovi koji se vezuju za veliki Zljeb

Vecina lekova koji se vezuju za zljeb DNK spirale ,,bira* mali zljeb. To su lekovi
koji u bocnim lancima imaju Secerne ostatke ili modifikovane peptidne lance s
hidrofobnim karakterom, pa su komplementarni s hidrofobnim oblastima zidova Zljeba.
Znatno je manji broj supstanci koje se nekovalentno vezuju za veliki Zljeb. Razlog
verovatno lezi u tome S§to su, za razliku od malog, u velikom zljebu atomi azota i
kiseonika parova baza orijentisani ka unutrasnjosti, tj. ka osi heliksa, §to ih ¢ini
dostupnim za proteine [12]. Na taj nacin proteini ,,prepoznaju’” sekvence baza i stupaju
u specifi¢ne interakcije u velikom zljebu. Stoga je bilo potrebno naci takve ligande da
specificna ligand-DNK interakcija inhibira protein-DNK interakcije.

Prvi jasni dokazi o vezivanju manjih molekula (metilzeleno) za veliki zljeb DNK
datiraju iz 1993. godine [13]. Kasnije su sintetizovani neki antitumorski agensi sa
akridin karboksiamidnim skeletom [12], aminoglukozidni antibiotik tobramicin i drugi
agensi, kao Sto su pluramicini, aflatoksini, azinomicini i neokarcinostatin [14,15].
Nazalost, i dalje je broj ovakvih lekova relativno skroman, a da bi se povecao,
neophodno je bolje poznavanje prirode hemijskih interakcija izmedu DNK 1 liganada,
kao 1 racionalan dizajn jo$ efikasnijih struktura kao potencijalnih lekova koji se vezuju
za veliki zZljeb DNK.

Lek - DNK interakcija u vodenoj sredini

Sve reakcije lekova sa DNK u Zivom organizmu, predstavljaju interakcije koje se
odigravaju u vodenoj sredini. Kako je DNK polianjon, a i molekul leka cesto nosi
izvesno naelektrisanje, razumljivo je da su u vodenoj sredini obe supstance hidratisane.
U blizini svih ovih naelektrisanja nalaze se kontrajoni (negativno naelektrisane grupe
DNK privlade pozitivne kontrajone, kao §to su Na’, Ca*" ili Mg®"), koji su takode
delimi¢no hidratisani. Hidratacija (dehidratacija) je veoma sloZen proces i uzrokovan je
dejstvom hidrofobnih sila, elektrostaticke solvatacije, Van der Valsove solvatacije, a
zavisi 1 od prirode kontrajona.

Kada dode do interakcije 1 uspostavljanja novih veza izmedu molekula DNK i
leka, dolazi do izmeStanja rastvaraca (molekula vode) na mestima gde ¢e se nagraditi
veza. Prisustvo malih kontrajona olakSava vezivanje leka, jer zaklanjaju negativnu
povrsinu DNK ¢ime ometaju prilaz proteina, a omogucavaju prolaz neelektrolitima 1
malim pozitivno naelektrisanim ligandima. Kako su DNK 1 lek suprotno naelektrisani,
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do¢i ¢e do delimicne kompenzacije naelektrisanja, pa deo kontrajona odlazi u
unutrasnjost rastvaraca potpuno hidratisan.

Nastanak novih veza doveS¢e do nekih strukturnih deformacija/adaptacija kako
DNK, tako i molekula leka. Nastale strukturne promene pracene su energetskim
promenama, a sve to je u krajnjem ishodu prac¢eno promenom entropije. Potvrdeno je da
dvostruka DNK spirala u prisustvu interkalatnog agensa gradi kompleks s manjom
toplotom formiranja u odnosu na sam DNK molekul, tj. sistem koji je termodinamicki
stabilniji. Pored toga, u slu¢aju nekovalentnih interakcija uspostavljanje veza
predstavlja ravnotezni proces, a konstante vezivanja koje karakteriSu date ravnoteze,
mogu se odrediti merenjem koncentracije slobodnog leka i koncentacije leka vezanog za
DNK.

Metode detekcije lek — DNK interakcija

Cilj savremenih istrazivanja jeste da poveze merljive biofizicke parametre sa
citotoksi¢noscu, tj. da antitumorsku aktivnost leka poveze sa njihovom sposobnos¢u da
interkaliraju u DNK dvostruku spiralu. Detekcija i objaSnjenje nastalih promena
predstavlja veliki izazov i1 ¢ini osnovu na kojoj se zasniva primena savremenih
fizickohemijskih metoda u ove svrhe.

Veoma je veliki broj tehnika koje proucavaju interakcije izmedu leka i DNK, od
klasicne UV-VIS spektrofotometrije, preko savremenih tehnika, kao $§to su
dvodimenzionalna (2D) i trodimenzionalna (3D) NMR spektroskopija, pa sve do
najsavremenijih biosenzora.

Interakcija izmedu leka i DNK moze se detektovati spektrofotometrijski,
pracenjem promena UV-VIS apsorpcionih spektara bilo leka, bilo molekula DNK.
Hipsohromni pomeraj u spektru javlja se po izvrSenoj denaturaciji DNK, ali i kao
posledica interakcije DNK sa lekom [16,17]. Infracrvena (IC) spektroskopija je veoma
zastupljena u strukturnoj analizi DNK, jer se na osnovu infracrvenih spektara mogu
razlikovati A, B 1 Z oblici DNK, kao neke druge strukturne karakteristike. Narocito je
znacajno §to se ova tehnika moze koristiti za ispitivanje uzoraka i u ¢vrstom i u te¢nom
agregatnom stanju, pa se kombinacijom rezultata dolazi do podataka o mehanizamu
interakcije leka i DNK, ali i o samom mehanizmu dejstva leka. Karakteristicne Cetiri
oblasti (trake) IC spektara nukleinskih kiselina su detaljno ispitane [18]. Pomeranje ovih
traka oslikava nastale interakcije, ili promenu konformacije DNK molekula. Infracrvena
spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR) se sve vise koristi za odredivanje
mesta specificnog vezivanja leka, redosleda vezivanja, kao 1 za detekciju
konformacionih promena nastalih usled lek-DNK interakcije [19-21].

Tehnika nuklearne magnetne rezonancije (NMR) zasniva se na ¢injenici da jezgra
atoma sa neparnim brojem protona ili neutrona poseduju nuklearni spin, tj. kao mali
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magnetni dipoli obréu se oko svoje ose. Kada se ovakav atom nade u spoljasnjem
magnetnom polju, njegov nuklearni spin se orijentiSe u pravcu polja i uspostavlja
rezonantnu NMR frekvenciju. Stepen orijentacije nuklearnog spina zavisi od jacine
magnetnog polja, ali 1 od tipa jezgra 1 njegovog hemijskog okruZzenja. U analizi DNK
koriste se 'H, °C, "N i *'P jezgra, od kojih je *'P narogito koristan za ispitivanje
efekata vezivanja liganda za fosforne grupe DNK molekula. NMR eksperimenti su
veoma informativni jer se mogu izvoditi na razliitim temperaturama i u sredinama
razli¢itih pH, jonskih jacina 1 dielektri¢nih konstanti. Karakteristi¢an hemijski pomak u
protonskom NMR spektru DNK odreden je pre dvadesetak godina [22] i svaka njegova
promena pripisuje se interakciji sa ligandom [23,24]. Hemijski pomak u *'P-NMR
spektru pruza korisne informacije konformacionim promenama koje prate vezivanje
interkalatora za DNK. U novije vreme sve su znacajnije 2D-NMR eksperimentalne
tehnike koje pruZaju informacije o prirodi kovalentnih veza i prostornom rasporedu
atoma (relativno jedan u odnosu na drugi), ¢ime se zakljucuje da 1i je dvostruki heliks
levo ili desno orijentisan.

Cirkularni 1 linearni dihroizam su takode korisne tehnike za ispitivanje
nekovalentnih lek-DNK interakcija. To su spektroskopije polarizovane svetlosti kojima
se dobijaju informacije o relativnoj orijentaciji vezanog leka u odnosu na uzduznu osu
DNK molekula [25,26]. Orijentacija liganada koji nose fluorifore, kao i njihova
udaljenost od DNK baznih parova, moze se pratiti tehnikama fluorescentne anizotropije
ili fluorescentne rezonancije [27,28].

U novije vreme su razvijene tehnike koriS¢enja enzima, kao §to je tzv. tehnika
»footprinting”, kojom se odreduje redosled selektivnosti jedinjenja koja se vezuju za
DNK na osnovu sposobnosti samog jedinjenja da zastiti naruSavanje strukture DNK na
mestu vezivanja [29]. Ideja ove metode rodila se jo§ 1978. godine, kada su je autori rada
[30] koristili za prou€avanje interakcija izmedu proteina i DNK, a od tada pa do danas
je identifikovan redosled vezivanja velikog broja lekova [29,31], odredene su jaine
uspostavljenih veza i vrednosti konstanti brzina ovih procesa asocijacije [29].

Devedesetih godina proslog veka DNK je pocela da se koristi kao
bioprepoznatljiv element u biosenzorima. Tako je nastala nova generacija DNK-
biosenzora koji pokazuju specifican odgovor nastao kao posledica selektivnosti i
bioafiniteta molekula DNK prema analitu. Ipak, za razliku od konvencionalnih
enzimskih 1 imuno senzora koji se prvenstveno koriste za odredivanje koncentracije
analita, DNK biosenzori se prevashodno koriste za ispitivanje interakcija izmedu DNK 1
analita, kao 1 za utvrdivanje oSte¢enja na DNK molekulu [32-34].

Osnovni princip detekcije ovih biosenzora zasniva se na tome da elektroda
registruje promenu nastalu na molekulima DNK koji su imobilisani na povrSini
elektrode. Signal poti¢e od procesa oksidacije ili redukcije odredenih delova molekula
DNK ili elektroaktivnih grupa u molekulu leka. Ta promena intenziteta, poloZaja ili
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oblika signala moze biti posledica promene koncentracije, orijentacije ili promene u
strukturi usled oStecenja ili denaturacije samog molekula DNK [35-37]. S druge strane,
do promene signala biosenzora moze do¢i usled nekovalentnih interakcija DNK s
drugim supstancama koje dovode do hibridizacije, asocijacije ili gradenja kompleksa s
DNK molekulima [38-40]. Najveci broj supstanci, koje reverzibilno reaguju s DNK, su
elektroaktivni interkalatori 1 tada se moze pratiti i promena redoks signala interkalatora
kao posledica nastale interakcije [41-45]. Znacajna prednost DNK biosenzora nad
drugim instrumentalnim tehnikama jeste u tome Sto je jednostavan za rad, brz,
komercijalno pristupacan, malih dimenzija, 1 njime se mogu ispitivati hemijske 1 fizicke
interakcije s drugim malim molekulima u in vitro uslovima.

Zakljucak

Uzevsi u obzir da je DNK jedan od najznacajnijih biomakromolekula, moguénost
detekcije 1 objasnjenje promena nastalih usled interakcije DNK s lekovima iz grupe
hemioterapeutika zasluzuje veliku paznju. Od izuzetne je vaZnosti koriS¢enje
najsavremenijih metoda u analizi lekova 1 toksi¢nih jedinjenja koja mogu izazvati
promene u strukturi DNK. Izbor odgovarajuce fizickohemijske metode kojom je
moguce pratiti navedene interakcije, omogucava detaljno poznavanje prirode i tipa ovih
interakcija. Primena postojecih i razvoj novih tehnika i metoda ima za cilj da prosiri
granice ispitivanja, kako u pogledu selektivnosti 1 bioafiniteta molekula DNK prema
leku, tako i1 u oblasti fundamentalnih istrazivanja ovih interakcija. Interakcije izmedu
lekova i DNK predstavljaju oblast za kojom interesovanje neprekidno raste i sva do
sada steCena znanja mogu se primeniti u dizajnu novih DNK liganada, kako bi se
omogucilo in vitro 1 in vivo pra¢enje genetskih bolesti.
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Summary

Large number of inorganic and organic compounds is able to bind to DNA and form the
complex. Among them, very important drugs are chemotherapeutics. This paper presents the
overview of DNA structural characteristics and types of interactions (covalent and noncovalent)
between drugs and DNA molecule. Covalent binding of the drug is irreversible and leads to
complete inhibition of DNA function, what conclusively, causes the cell death. On the other
hand, noncovalent binding is reversible and based on the principle of molecular recognition.
Special attention is paid to explain the specific sites in DNA molecule for drug binding.
According to their structural characteristics, drugs that react noncovalently with DNA are
intercalators, minor or major groove binders.

When the complex between drug and DNA is formed, both the drug molecule, as well as
DNA, experienced some modifications. This paper presents the overview of the methods used
for the investigation of the interactions between drug and DNA with the aim of detection and
explanation of the resulting changes. For this purpose many spectroscopic methods like
UV/VIS, infrared and NMR, polarized light spectroscopies like circular and linear dichroism,
fluorescence anisotropy or resonance, or very sensitive DNA-biosensors are used. The presented
results summarize literature data obtained by the use of mentioned methods. The results are
used to confirm the DNA damage, to determine drug binding sites and sequence preference, as
well as conformational changes due to drug-DNA interaction.

Key words: Drug, DNA, interacion, spectroscopic methods, DNA-biosensors.
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Kratak sadrzaj

Antihipertenzivi sa centralnim dejstvom, poput klonidina, rilmenidina i moksonidina,
ostvaruju svoj farmakoloski efekat aktivacijom presinaptickih a,-adrenergickih receptora (o,-
AR) i imidazolinskih receptora (IR) u Rostral Ventrolateral Medulla (RVLM), dok njihovo
sporedno sedativno dejstvo nastaje usled aktivacije samo o-AR u locus coeruleusu-u.
Imidazolinski receptori su na osnovu farmakoloskog efekta podeljeni na I;-IR, ,-IR i I;-IR
podtip. Ustanovljeno je da selektivna aktivacija I;-IR podtipa imidazolinih receptora dovodi do
dozno zavisne centralne inhibicije simpatikusa i sniZzenja krvnog pritiska. Najnovija istrazivanja
ukazuju da je optimalana ravnoteza u aktivaciji i [;-IR 1 o,-adrenergickih receptora neophodna
za postizanje snaznog centralnog hipotenzivnog dejstva imidazolinskih liganada, uz minimalne
sporedne efekte. Druga generacija antihipertenziva sa centralnim dejstvom, kao §to su
rilmenidin i moksonidin, pokazala je vecu I;-IR/a-AR selektivnost pa samim tim i manje
nezeljenih efekata nego klonidin koji u najvecoj meri aktivira a,-AR. Pored centralnog
hipotenzivnog dejstva, selektivniji I;-IR/0,-AR ligandi dovode do antiaritmi¢kog efekta, i
podsti¢u pojacanu renalnu cirkulaciju, diurezu i natriurezu, kao i inhibiciju aktivnosti renalnog
simpatikusa. U ovom preglednom radu prikazana je analiza strukturnih karakteristika i
farmakofora I;-IR liganada, kao i najnovije eksperimentalne i teorijske studije koje su najvise
doprinele napretku u istrazivanju I;-imidazolinskih receptora i selektivnijih I;-IR liganada.

Kljuéne re€i: I;-imidazolinski receptori, alfa,-adrenergicki receptori, OSAR,
farmakofore, moksonidin, rilmenidin, klonidin, hipertenzija,
centralni antihipertenzivi.
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Uvod

Pre viSe od dve decenije je ustanovljeno da klonidin i njemu srodni centralni
antihipertenzivi ostvaruju svoje farmakolosko dejstvo aktivacijom ne samo op-
adrenergickih receptora (a,-AR) nego i aktivacijom imidazolinskih receptora (IR) [1-3].

Imidazolinski receptori se farmakoloski razlikuju od a,-AR po tome $to se ne
mogu aktivirati kateholaminima [4]. Veliki broj studija se bavio interakcijama i
medusobnim uticajem I-IR i a-AR [3, 5-8] i ukazao da male promene u strukturi
imidazolinskih liganada mogu prouzrokovati znaCajnu promenu u afinitetu 1
selektivnosti za I-IR i1 a,-AR [9]. Imidazolinski receptori su podeljeni na I;-IR, I,-IR 1
I5-IR podtip [10, 11], dok su alfa,-adrenergicki receptori klasifikovani na ays-AR, ozp-
AR 1 apc-AR podtip [3, 5-8]. Selektivna aktivacija I;-IR podtipa imidazolinih receptora
dovodi do dozno zavisne centralne inhibicije simpatikusa i sniZzenja krvnog pritiska, dok
stimulacija a2a-AR podtipa prouzrokuje hipotenziju, sedaciju i analgeziju [11-15].

Centralni hipotenzivni efekat klonidinu, rilmenidinu i moksinidinu-srodnih
jedinjenja nastaje kao rezultat aktivacije 1 apa-adrenergickih receptora (apx-AR) 1 I;-
imidazolinskih receptora (IR) u Rostral Ventrolateral Medulla (RVLM), dok njihovo
sporedno sedativno dejstvo nastaje aktiviranjem aa-AR u Locus Coeruleus-u (Slika 1)
[1, 3-8, 12-15].

Inhibirotni

Simpatoekscitatorni interneuron
> neuron

Simpatoinhibitorni
neuron

RLVM neuron
(simpati¢ki neuron)

Slika 1. Inhibicija simpatikusa u RVLM pomoc¢u imidazolinskih liganada.
Figure 1. Inhibition of sympatic RVLM by imidazoline receptor ligands.

Detaljne farmakoloske studije interakcija 1 medusobnog uticaja I-IR 1 0,-AR su
ukazale da je optimalana ravnoteza u aktivaciji I;-IR 1 oxa-AR vaZna za postizanje
snaznog centralnog hipotenzivnog efekta I;-imidazolinskih liganada [19, 20].
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Druga generacija antihipertenziva sa centralnim dejstvom, kao na primer
rilmenidin 1 moksonidin, pokazala je vecu I;-IR/ ax-AR selektivnost pa samim tim i
manje sporednih efekata (sedacije, bradikardije i1 suvoce usta) [16, 17], nego
niskoselektivni antihipertenzivi prve generacije (klonidin) [5, 14, 18]. Pored centralnog
hipotenzivnog dejstva, selektivniji I;-IR/a-AR ligandi dovode do antiaritmickog efekta,
1 podsticu pojacanu renalnu cirkulaciju, diurezu 1 natriurezu, kao 1 inhibiciju aktivnosti
renalnog simpatikusa [37, 38], §to sveukupno ima povoljan terapijski efekat.
Novosintetisani visokoselektivni [;-IR ligandi, poput S23515 [21], S23757 [21],
LNP509 [22], LNP 906 [23] i LNP911 [24], su veoma korisni modeli za: ispitivanje I;-
imidazolinskog receptorskog sistema, istraZzivanje farmakoloskih efekata baziranih samo
na aktivaciji [;-IR, eksperimentalno odredivanje 3D-strukture I;-IR, izvodenje
detaljnijih teorijskih studija u cilju definisanja osnovnih farmakofora I;-IR liganada 1
razvoj lekova sa manje izraZzenim sporednim efektima.

In vitro odredivanje afiniteta vezivanja liganda za I;-IR vrSeno je metodom
kompetitivne inhibicije vezivanja radioliganada, kao $to su [*H]-klonidin, ['*’I] p-
jodoklonidin (["*°1] PIC) ['*I] LNP 911, na plazma membranama celija [25-35].
Stimulacijom [;-imidazolinskih receptora vrSi se aktivacija signalnog puta
fosfatidilholin-zavisne fosfolipaze C (Phosphatidylcholine-sensitive Phospholipase C
(PC-PLQO)) [31, 36, 37] 1 inhibicija aktivacije adenilciklaze [32]. Pored aktivacije ova
dva glavna signalna puta, agonisti I;-IR ucestvuju i u mnogim drugim procesima u ¢eliji
1zazivaju¢i odgovarajuce promene u aktivnosti celije [21, 38-41].

Do sada nije utvrdena 3D-struktura [;-IR proteina, ali je uspesno kloniran
Imidazoline Receptor Antisera-Selected (IRAS) gen koji je odgovoran za sintezu I;-IR
[42]. Prenos IRAS ¢cDNA u PC 12 1 Chinese Hamster Ovary (CHO) ¢elije je doveo do
ekspresije I;-IR [42, 43]. Humani IRAS protein, nazvan nischarin, uspe$no je
identifikovan 1 kloniran [42, 44-46]. PoSto je ekspresija nischarin-a u ¢eliji od klju¢nog
znacaja za ocuvanje aktivnosti I;-IR [46-49], pretpostavlja se da je nischarin zapravo I;-
IR [46-51]. Precizne docking studije liganada na I;-IR nisu mogucée zbog toga §to 3D-
struktura I;-IR proteina nije eksperimentalno odredena, pa su analize kvantitativnih
odnosa strukture 1 dejstva (Quantitative Structure Activity Relationship, OQSAR)) 1;-IR
liganada optimalna metoda u razvoju novih I;-IR liganada.

U ovoj preglednoj studiji analizirane su strukturne karakteristike liganada
neophodnih za selektivnu aktivaciju I;-imidazolinskih receptora.

Ligandi I-Imidazolinskih receptora

Prirodni endogeni ligandi imidazolinskih receptora poput agmatina [52] i ribozid-
imidazol-siréetne kiseline (imidazol-4-acetic acid riboside (IAA-RP)) [53, 54], harmana
[55, 56] i harmalana [57] (Slika 2) pokazuju dobru selektivnost ka IR, pa stoga
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predstavljaju dobra polazna jedinjenja u razvoju novih aktivnijih 1 selektivnijih
imidazolinskih liganada.

Agmatin Ribozid-imidazol-siréetne kiseline COOR4
H,N “2\
NH O0—CH, N
7 N

Harmalan
(1-metil-4,9-dihidro-3H-B-karbolin)

7 N_( N\
_/ \ /

Ir=z

Slika 2. Hemijske strukture najznacajnijih endogenih I-IR liganada.
Figure 2. Chemical structures of endogenic I-IR ligands.

Agonisti  I;-imidazolinskih receptora, poput moksonidina, rilmenidina 1
benazolina, potsti¢u aktivaciju PC-PLC [31, 36, 37] i inhibiraju adenilat-ciklazu u ¢eliji
[32]. Parcijalni I;-IR agonisti, kao na primer efaroksan i BDF-6143, blokiraju aktivaciju
PC-PLC signalnog puta i istovremeno inhibiraju adenilat-ciklazu [31, 32, 36].
Antagonisti [,-IR, poput S23757 [21], LNP 906 [23] i LNP911 [24], blokiraju aktivaciju
PC-PLC signalnog puta i istovremeno ne inhibiraju adenilat-ciklazu. Ovi rezultati su
ukazali na nove aspekte ispitivanja uloge I;-IR u fiziolo§kim aktivnostima ¢elije.

Razli¢iti farmakoloski efekti I;-IR agonista, I;-IR antagonista 1 I;-IR parcijalnih
agonista posledica su razli¢itih mehanizama interakcije liganada sa aktivnim mestima
receptora. Radi boljeg razumevanja agonistickog, antagonistickog 1 parcijalnog
agonisticCkog mehanizma dejstva potrebno je formirati 3D-strukturu farmakofore
odgovorne za I;-IR agonisticku aktivnost 1 3D- farmakofore specificne za I;-IR
antagonisticku aktivnost. Na ovaj nacin bi se razjasnile i definisale strukturne
karakteristike koje uslovljavaju razliite tipove interakcije sa receptorom. Pored toga,
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potrebno je razviti odgovaraju¢e QSAR modele za predvidanje aktivnosti [;-IR agonista
1 I;-IR antagonista.

Znacajne razlike u rezultatima in vitro odredivanja afiniteta vezivanja za I;-IR,
koje su izvedene pomoéu razligitih radioliganada (['*°1] PIC) i ['*’I] LNP 911) i na
razli¢itim celijama (PC 12 i humani trombociti) [24, 32, 34, 58], ukazuju na otezano
poredenje rezultata razli€itih in vitro studija, kao 1 na mogucnost formiranja vise
specificnih aktivnih centara na I;-IR [59]. Do danas je sintetisan 1 ispitan veliki broj
razli¢itih  hemijskih grupa I;-IR liganada kao S§to su derivati gvanidina,
2-aminoimidazolina, 2-aminooksazolina, aminopirolina, 2-arilimidazolini,
2-fenilimidazolini, 2-imidazolini, endogeni amini i1 karbolini [21-24, 32, 33, 60-62]
(Slika 3 i Tabela I).

/ / 0 - _
. 5 N CHy HN . HN . HN\>

10 (LNP 509)

HN/>
X
N
CaHs.

15 (efaroksan)

%@ f% C@ ©w® gf

16 (Klonidin) ¢ HiCO” 17 (moksonidin) 18 (BDF 6143) 20 (rilmenidin)
CHy CI
N \
AN NH N
H o
CHy
22 (S2315) 21(“!"10(-) 24 (lofeksidin) o zw(szwﬂ)
OCH3
CcH NHCl I
5 N\(
/ /
\> \> HC' cl 1
cl’ 29 (p-jodoklonidin) 30 (LNP 911)

27 (benazolin)

Slika 3. Hemijske strukture I;-IR liganada.
Figure 3. Chemical structures of I,-IR ligands.
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Tabela I Eksperimentalno odredeni afiniteti I;-IR liganada ka I,-IR [21-24, 32, 33, 60],

L-IR [21-24, 32, 33, 60, 75] i 0o-AR [21, 22, 24, 32, 33, 58, 60]. (pKi = log(1/Ki)).
Table I Experimentaly determined affinities of I;-IR liganads for 1;-IR [21-24, 32, 33, 60],
L-IR [21-24, 32, 33, 60, 75] and 0,-AR [21, 22, 24, 32, 33, 58, 60]. (pKi = log(1/Ki)).

Jedinjenje (l1-IR: upotrebljen radioligand, membranal/¢elija| pKi (11-IR) | pKi (I2-IR) pKi (a2-AR)
1 [*H] klonidin, chromaffin éelije ovce 4.00 <5] <5
2 [*H] klonidin, chromaffin éelije ovce 4.00 <5 <5
3 11 PIC, PC 12 5.14 7.00 5.80
4 ['®1 PIC, PC 12 5.20 4.90 5.40
5 ['®1 PIC, PC 12 5.43 8.60 5.70
6 [3H] klonidin, chromaffin ¢elije ovce 5.80 <5 <5
7 ['*1 PIC, PC 12 6.15 9.05] 7.28
8 [3H] klonidin, chromaffin celije ovce 6.19 <5 <5
9 ['*1 PIC, PC 12 6.23 5.60 5.90
10-LNP 509 [3H] klonidin, chromaffin ¢elije ovce 6.27 <5 <5
11 [3H] klonidin, chromaffin ¢elije ovce 6.29 <5 <5
12 ['®11 PIC, PC 12 6.46 8.22 6.92
13 11 PIC, PC 12 6.51 5.75 7.01
14 [*H] klonidin, chromaffin éelije ovce 6.77 <5] <5
125 8.01 GZA-AR, 8.00 GZB-AR, 8.01 Ooc-
15-Efaroksan [“°I] PIC, PC 12 6.84 -
AR
125 8.06 C(QA-AR, 7.50 C(QB-AR, 8.03 Ooc-
16-Klonidin [~ PIC,PC 12 6.90 6.02
AR
125 5.44 C(2A-AR, 5.59 GzB-AR, 5.03 Qoc-
17-Moksonidin [l PIC, PC 12 7.47 <5
AR
125 8.55 C(QA-AR, 8.31 C(QB-AR, 8.96 Ooc-
18-BDF 6143 [~ PIC,PC12 7.55 -
AR
19 ['*1 PIC, PC 12 7.72 8.72 4.85
125 7.44 GZA-AR, 7.37 GZB-AR, 7.90 Qoc-
20-Rilmenidin [ PIC, PC 12 7.90 <5
AR
21 11 PIC, PC 12 7.93 6.91 6.62
22-S23515 [3H] klonidin, plazma membrana chromaffin éelija 8.19 <4 6.39
125 5.65 C(2A-AR, 5.43 GzB-AR, 5.08 Ooc-
23-LNP 906 [l PIC, PC 12 8.22] 3.88

AR
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Jedinjenje  [I1-IR: upotrebljen radioligand, membranal¢elija| pKi (11-IR) | pKi (I.-IR) pKi (a-AR)
24-Lofeksidin ['®11PIC, PC 12 8.25
25-S23757 [3H] klonidin, plazma membrana chromaffin ¢elija 8.28 <4 8.21
26 [*H] klonidin, plazma membrana chromaffin ¢elija 8.53 5 <5
27-Benazolin 11 PIC, PC 12 8.89 9.07 5.45 ax-AR
28 11 PIC, PC 12 8.97 6.84 5.30
29-p-Jodoklonidin 125 8.66 a2a-AR, 8.13 025-AR, 9.10 axc-
(PIC) [ PIC, PC 12 9.10 <5 AR
30-LNP 911 "] PIC, PC 12 9.75 4.79 <4 aa-AR

Klonidin (Slika 3, jedinjenje 16) pokazuje ve¢i afinitet ka I;-IR i a,-AR, nego
prema I-IR (Tabela I), dok p-jodoklonidin (Slika 3, jedinjenje 29) poseduje veci afinitet
i selektivnost ka I;-IR u odnosu na klonidin, ali je zadrzao i sposobnost aktivacije o,-
AR (Tabela I). Daljim modifikacijama molekula klonidina sintetisani su moksonidin 1
rilmenidin (Slika 3, jedinjenja 17 i 20) kao centralni antihipertenzivi druge generacije
koji su ispoljili snazan afinitet ka I;-IR 1 visoku selektivnost ka I;-IR u odnosu na I,-IR
and ax-AR (Tabela 1). Izosterna zamena oksazolidina pirolinskim prstenom u molekulu
rilmenidina (Slika 3, jedinjenja 1, 2, 6, 8, 10, 11 i 14) dovela je do znacajnog pada
afiniteta ka a,-AR, dok je afinitet ka I;-IR samo neznatno oslabio (Tabela I). Najnovija
istrazivanja su potvrdila da benazolin i1 srodna jedinjenja (Slika 3, jedinjenja 26 i 27)
poseduju snazan afinitet ka I;-IR i [,-IR, sa visokom selektivnoséu u odnosu na a-AR
[32, 60]. Ove studije su ukazale da I;-IR pokazuju snazan afinitet ka 2-fenil-
imidazolinima sa metil ili metoksi grupom na polozaju 2’ ili 3> (Slika 3, jedinjenja 26)
[60]. Strukturnim modifikacijama feniletilen-imidazolinskih derivata (Slika 3, jedinjenje
5) doslo je do znacajnog porasta selektivnosti za [;-IR u odnosu na I,-IR [33] (Tabela I).
Snazniji [;-IR afinitet i veca I;-IR/a-AR 1 I;/I,-IR selektivnost jednog u odnosu na
drugi enantiomer (Slika 3, jedinjenja 4 1 28; 12 1 21) ukazuje na stereospecifi¢nost
interakcije sa aktivnim centrima I;-IR, I,-IR 1 a2-AR [33].

Derivati 2-aminoimidazolina su nastali povezivanjem strukture agmatina i
imidazolinskog prstena. Ovim inkorporiranjem gvanidinske strukture u imidazolinski
prsten doslo je do zna€ajnog pojacanja afiniteta ka I;-IR [62].

U cilju razvoja novih I;-IR liganda pristupilo se izvodenju teorijskih ispitivanja
strukturnih karakteristika I[;-IR liganada, 2D/3D-QSAR
(dvodimenzionalne/trodimenzionalne-QSAR)  studijama 1 analizi  3D-strukture
farmakofore I;-IR liganada [61, 63-77]. 2D-OSAR studije 1;-IR liganada su ukazale da
porast lipofilnosti (logDyn 74), molarne refractivnosti 1 dipolnog momenta, zajedno sa
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snizenjem naelektrisanja na N-atomu u heterociklusu I;-IR liganada, dovodi do
snaznijeg afiniteta ka [;-IR [63, 64], dok su lipofilnost (ClogP) i HOMO (Highest
Ocupied Molecular Orbital) energija I;-IR liganada vazni parametri I;-IR/0-AR
selektivnosti  [63]. Primenom 3D-OSAR metoda odabrane su kombinacije
elektrostatickih 1 sternih deskriptora znacajnih za afinitet na I;-IR i kreirale farmakoforu
[;-IR liganada koja se sastoji iz dve grupe donora vodonicne veze (Hydrogen-Bond
Donor Groups (HBD)), dva hidrofobna regiona (HY1 i HY2), aromati¢nog prstena
(AR) 1 pozitivno naelektrisanog dela strukture (Positively Charged moiety (PC)) (Slika
4) [77].

CH,
f
s
HED Ly
HH Ar
CH,
HY2 [ x’ HY1
MH HBD
HED ol

Slika 4. Sematski prikaz farmakofore I;-IR liganada na primeru moksonidina.
Figure 4. Pharmacophore of I;-IR liganads, presented on moxonidine.

Zakljucak

Istrazivanje imidazolinskih receptora je veoma aktuelna tema za medicinske
hemicare, farmakologe i biologe. Farmakoloske studije I;-imidazolinskih liganada su
ukazale da je optimalna ravnoteza u aktivaciji I;-IR 1 a4-AR neophodna za postizanje
snaznog centralnog hipotenzivnog efekta. Smanjena incidenca sporednih neZeljenih
efekata, antiaritmiCka aktivnost, kao 1 povoljni metabolicki 1 renalni efekti selektivnijih
I;-IR liganada ukazuju da njihove strukture predstavljaju dobru osnovu za razvoj novih,
snaznijih 1 bezbednijih centralnih antihipertenziva.

Razvoj novih, snaZnijih 1 selektivnijih I;-IR liganada baziran je prvenstveno na
OSAR studijama razli¢itith grupa I;-IR liganada zbog nepostojanja detaljnijih
informacija o 3D-strukturi imidazolinskih receptora. Veoma razliCiti farmakoloSki
efekti agonista, antagonista i1 parcijalnih agonista na I;-IR ukazuju na potrebu razvoja
3D-strukture farmakofore odgovorne za I;-IR agonisticku aktivnost, 3D-farmakofore
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specificne za I;-IR antagonisticku aktivnost, kao i QSAR modela za predvidanje
agonisticke 1 antagonisticke aktivnosti na I;-IR.
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Summary

The mechanism by which central antihypertensives, such as clonidine, rilmenidine, and
moxonidine, lower blood pressure is activation of both a,-adrenergic receptors (a-AR) and
imidazoline receptors (IR) in Rostral Ventrolateral Medulla (RVLM), while sedation, as main
side effect, is result of activation of only 0,-AR in locus coeruleusu. Three imidazoline receptor
subtypes, I;-IR, I,-IR, and I;-IR, have been characterized by extensive pharmacological studies.
Selective activation of I;-IR is responsible for dose dependant central inhibition of sympathicus
and hypotensive effect of the I;-IR ligands. Recent studies indicated that optimal balance
between activation of both the I;-IR and a,-AR is crucial factor for strong central hypotensive
effect. The second generation of centrally acting antihypertensives, such as rilmenidine and
moxonidine, exert higher I;-IR/a,-AR selectivity and therefore induce fewer side effects than
clonidine which mainly activate a,-AR. Also, the selective I;-IR ligands produce antiarrhythmic
and diuretic effect too. In the present review we provide a brief update to the field of
imidazoline research, highlighting some of the chemical diversity and progress made in the
experimental and theoretical studies of the I;-IR ligands.

Keywords: [;-imidazoline receptors, alpha,-adrenergic receptors, OSAR,
pharmacophores, moxonidine, rilmenidine, clonidine, hypertension,
centraly acting antihypertensives.
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Kratak sadrzaj

Osobe sa sistolnim krvnim pritiskom (SKP) izmedu 120 i 139 mm Hg i dijastolnim
krvnim pritiskom (DKP) od 80 do 89 mm Hg ili sa prehipertenzijom imaju dva puta vecu
verovatnocu razvoja kardiovaskularnih bolesti (KVB) 1 ve¢i rizik za razvoj hipertenzije. U ovoj
studiji ispitivana je veza biomarkera KVB sa prehipertenzijom. U istrazivanje je uklju¢eno 99
normotenzivnih osoba. Odredivane su koncentracije lipidnih parametara, visoko osetljivog C
reaktivnog proteina, mokraéne kiseline (MK), fibrinogena i demografske karakteristike
pacijenata. Utvrdena je pozitivna veza SKP sa indeksom telesne mase (ITM) i odnosom struka i
kuka (indeks S/K) i negativna korelacija sa koncentracijama holesterola u lipoproteinima visoke
gustine 1 apolipoproteina A-I. Takode, visoke vrednosti indeksa S/K nezavisno od ostalih
parametara doprinose povecanju SKP (standardizovani koeficijent B = 0.483; p=0.002). Veci
indeks S/K (B = 9.380, p =0.004) i visa koncentracija MK (B = 0.006, p = 0.013) povecavaju
verovatno¢u pojave visSih vrednosti krvnog pritiska (KP). Kod normotenzivnih osoba viSe
vrednosti KP su u vezi sa abdominalnom gojaznos¢u, pa cilj preventivnih mera treba da bude
smanjenje indeksa S/K. Buduce studije bi pored proucavanja efekata lekova na smanjenje KP,
trebalo da ispitaju uticaj tih lekova na koncetraciju MK, u cilju nalazenja novih moguénosti za
smanjenje rizika za KVB.

Kljucéne re¢i: abdominalna gojaznost, mokrac¢na kiselina, indeks struk/kuk,
kardiovaskularne bolesti
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Uvod

Brojna istrazivanja, epidemioloske i klinicke studije ukazale su da je arterijska
hipertenzija (HT) bolest koja ozbiljno utic¢e na zdravlje i kvalitet zivota ljudi (1). Osobe
sa HT imaju visok rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti (KVB) i on se udvostrucava
sa svakim porastom krvnog pritiska (KP) za 20/10 mm Hg (2). Vrednosti sistolnog KP
(SKP) i dijastolnog KP (DKP) deo su globalne procene rizika za desetogodiSnje
oboljevanje od KVB (3, 4) ili procene rizika za smrtnosti od fatalnog kardiovaskularnog
dogadaja (5). Zato je rana identifikacija osoba sa rizikom za HT veoma bitna u
prevenciji KVB i predstavlja vazan prioritet javnog zdravlja (6).

Dijagnoza HT se postavlja ukoliko su izmerene vrednosti SKP vise od 140 mm
Hg i/ili vrednosti DKP vise od 90 mm Hg (2). Medutim, osobe sa SKP izmedu 120 i
139 mm Hg i dijastolnim krvnim pritiskom (DKP) izmedu 80 i 89 mm Hg
(prehipertenzija) imaju potencijalni rizik da kasnije u Zivotu razviju HT (7). Ove osobe
imaju dva puta vecu verovatnocu razvoja KVB u odnosu na osobe sa optimalnim KP
(SKP < 120 mm Hg i DKP < 80 mm Hg) (8). Primena preventivnih mera u modifikaciji
faktora ukljucenih u razvoj prehipertenzije odlozila bi nastanak HT i KVB.

U studijama radenim na populacijama razvijenih zemalja utvrdena je veza izmedu
inflamacije, gojaznosti, parametara oksidativno-stresnog statusa i tradicionalnih faktora
rizika sa prehipertenzijom 1 HT (9, 10). Medutim, sli¢na istrazivanja retko su
sprovodena na populaciji Srbije. Potreba za ovakvim studijama je utoliko veca ako se u
obzir uzme ¢injenica da je u zemljama u razvoju, ukljuc¢ujuci i Srbiju, broj osoba sa HT
i KVB u dramati¢nom porastu (11). Smatra se da ¢e u ovim zemljama 2025. godine
prevalenca HT iznositi 60% (12). Neophodna su istraZivanja na populacijama zemalja u
razvoju kako bi se utvrdila relacija izmedu modifikuju¢ih faktora rizika sa
prehipertenzijom sa ciljem da se primene odgovarajuce preventivne mere.

U ovoj studiji sprovedeno je istrazivanje na zdravim osobama sa vrednostima
SKP nizim od 140 mm Hg i DKP nizim od 90 mm Hg kako bi se utvrdila veza izmedu
biomarkera KVB sa visinom KP. Takode, cilj je bio da se analizira sposobnost ovih
parametara u proceni rizika za razvoj prehipertenzije.

Materijal i metode
Ispitanici

U istrazivanju je ucestvovalo 99 ispitanika (53 musSkarca i 46 Zena prosecne
starosti 54.11 £ 11.12 godina) koji su dolazili na redovne sistematske preglede u Dom
zdravlja ,Palilula® 1 Dom zdravlja ,Novi Beograd“. Kriterijumi za iskljucivanje
prilikom formiranja grupe ispitanika bili su: prisustvo HT (SKP ve¢i ili jednak 140 mm
Hg i/ili DKP ve¢i ili jednak 90 mm Hg), uzimanje antihipertenzivne terapije, prisustvo
KVB, bilo koje druge sistemske inflamatorne (visoko osetljivi C reaktivni protein (hs-
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CRP >10 mg/L)) (13) ili metabolicke bolesti, bolesti jetre ili bubrega. Sa svim
uCesnicima u istrazivanju je obavljen standardizovan intervju. Sakupljeni su
anamnesticki podaci koji su ukljucivali: pol, godine, visinu, tezinu, KP, osnovne zivotne
navike 1 porodi¢nu istoriju KVB u prvostepenom srodstvu. 1z podataka za visinu 1
tezinu izracunat je indeks telesne mase (ITM), a iz podataka za obim struka i kuka
odnos obima struk/kuk (indeks S/K).

Ispitanici su klasifikovani u tri kategorije na bazi JNC VI i1 WHO-ISH
kriterijuma: optimalni KP (SKP manji od 120 mm Hg i/ili DKP manji od 80 mm Hg),
normalni KP - prehipertenzija (SKP od 120 do 129 mm Hg i/ili DKP od 80 do 84 mm
Hg), ili visoki normalni KP - prehipertenzija (SKP od 130 do 139 mm Hg i/ili DKP od
85 do 89 mm Hg) (14, 15). Ukoliko su SKP 1 DKP u razli¢itim kategorijama, ispitanici
su svrstavani u kategoriju sa vi§im KP. KP je definisan kao srednja vrednost iz dva
merenja koja je obavio lekar, a pacijent je bio u sede¢em polozaju.

IstraZzivanje je planirano 1 sprovedeno prema etickim principima u skladu sa
Deklaracijom iz Helsinkija, a na osnovu odobrenja Etickog komiteta za klini¢ka
ispitivanja Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Svi ispitanici su dali
pismeni pristanak za ucestvovanje u istrazivanju.

Biohemijske analize

Uzorci krvi iz prednje kubitalne vene su uzeti od svih ispitanika posle
dvanaestoasovnog no¢nog gladovanja. Krv je uzeta u epruvete sa EDTA, citratom ili
separacionim gelom. Serum i plazma su odvojeni od krvnih ¢elija u roku od jednog sata,
a uzorci su zatim podeljeni u porcije od 200 pL i ¢uvani u zamrzivacu na -80°C do
izvodenja analiza. Koncentracije ukupnog holesterola (UH), holesterola u
lipoproteinima niske gustine (LDL-h), holesterola u lipoproteinima visoke gustine
(HDL-h), triglicerida (TG), apolipoproteina B (apoB), apolipoproteina Al (apoA-I) i
mokracéne kiseline (MK)) odredene su standardnim biohemijskim metodama. Hs-CRP je
meren latex-imunoturbidimetrijskom metodom reagensima firme Quantex hs-CRP kit,
BIOKIT, Barcelona, Spain. Koncentracija lipoproteina (a) [Lp(a)] je takode odredivana
imunoturbidimetrijskom metodom uz kori$¢enje reagenasa firme (BIOKIT, Barcelona,
Spain). Fibrinogen je meren u citratnoj plazmi Clauss metodom sa ACL 200
Instrumentation laboratory reagensima.

Statisticka analiza

Kako bi se utvrdilo da li su podaci distribuirani po normalnoj raspodeli koriséen je
Kolmogorov-Smirnov test. Pre analize parametara sa log normalnom raspodelom
izvrSena je njihova logaritamska transformacija (Tg, Lp(a), hs-CRP). Za analizu
rezultata upotrebljena je analiza varijanse (ANOVA) 1 Tucky post hoc test.
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Jacina veze izmedu SKP 1 DKP sa ispitivanim parametrima proverena je pomocu
Spearman-ove neparametarske analize, dok je multipla linearna regresiona analiza
primenjena za ispitivanje nezavisnih faktora uticaja na varijacije u visini SKP i DKP po
forward principu selekcije. KoriS¢ena je ordinalna regresiona analiza za analiziranje
prediktivne sposobnosti ispitivanih parametara na nivo KP. Kao zavisna promenljiva
koriS¢ena je varijabla za KP podeljena u 3 kategorije na osnovu JNC VI i WHO-ISH
kriterijuma (15). KoriS¢en je proporcionalni Odds model u kome je pretpostavljeno da
je OR izmedu svakog susednog nivoa KP isti.

Vrednosti u tabelama za parametre sa normalnom raspodelom prikazane su kao
aritmeticka srednja vrednost + standardna devijacija (x £ SD). Za log-normalno
distribuirane parametre, vrednosti su prikazane kao geometrijska srednja vrednost 1 95%
interval pouzdanosti (CI) za geometrijsku sredinu.

Statisticka obrada podataka izvedena je statistickim programima MS Excel i
MedCalc (verzija 9.6.3; Mariakerke, Belgija). Statisticka znacajnost bila je dokazana u
svim slu€ajevima kada je verovatnoca iznosila p <0.05 (dvostrani test).

Rezultati

Opste klinicke 1 demografske karakteristike ucesnika u studiji, koji su
klasifikovani u tri grupe na osnovu vrednosti KP, prikazane su u Tabeli I. Nakon
primene ANOVA analize dokazan je znacajan pad koncentracija HDL-h i porast
koncentracija MK i indeksa S/K sa porastom KP. Takode, koncentracija fibrinogena
razlikovala se znacajno izmedu ispitivanih grupa. Na osnovu rezultata Tukey’s post hoc
testa, osobe sa normalnim KP imaju znacajno visi fibrinogen u odnosu na osobe sa
optimalnim KP (p=0.041). HDL-h je znacajno visi kod osoba sa optimalnim KP u
odnosu na osobe sa normalnim KP (p=0.024) i osobe sa visokim normalnim KP
(p=0.034). Osobe sa visokim normalnim KP imaju znac¢ajno viSe koncentracije MK u
odnosu na osobe sa optimalnim KP (p=0.031) kao i znacajno ve¢i indeks S/K u odnosu
na osobe sa normalnim KP (p=0.008).
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Tabela I Demografski parametri i faktori rizika KVB u tri grupe KP kod normotenzivnih osoba

Table I Demographic data and CHD risk parameters in the three nonhypertensive blood- pressure
categories
Optimalni KP Normalni KP Visoko normalni KP .
(16) (56) (27) P
Starost, godine 53,94+13,05 56,00+11,00 52,70+10,19+ 0,430
Pol, M/Z 6/10 29/27 18/9
ITM, kg/m? 25,02+2,38 25,61+3,13 26,75+3,05 0,139
Indeks S/K 0,800,106 0,810,09 0,84+0,102°" 0,006
UH, mmol/L 5,32+0,87 5,26+0,93% 5,39+0,57%" 0,789
TG, mmol/L ¥ 1,22 (0,83-1,81) 1,33 (0,86-2,05) 1,49 (0,85-2,61) 0,375
LDL-h, mmol/L 3,31+0,78 3,45+0,82 3,63+0,62 0,406
HDL-h, mmol/L 1,41+0,38 1,14+0,33 1,13+0,36 0,021
Lp(a), mg/L ¥ 102,97 (40,58- 91,96 (29,55 — 100,93 (23,19-439,24) 0,918
261,28) 286,15)
ApoB, g/L 1,27+0,29 1,26+0,26 1,31+0,18 0,348
ApoAl, g/L 2,03+0,46 1,81+0,43 1,79+0,43 0,166
Fibrinogen, g/L 4,59+1,52 3,73+1,15%" 4,35+1,09 0,016
CRP ¥, mg/L 1,10 (0,42-2,83) 1,25 (0,38-4,10) 1,11 (0,36-3,47) 0,870
MK, pmol/L 247,8456,17 285,38+77,78 315,96+99,94° 0,039

Kontinuirane varijable su prikazane kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD),
kategoricke varijable su prikazane kao apsolutne frekvence; * ZaTG i Lp(a) prikazane su geometrijska
srednja vrednost i 95% interval pouzdanosti srednje vrednosti. ' Uporedivanje je vrieno ANOVA testom

#okok

P<0.001; “P<0.01; "P<0.05 (Tukey’s post hoc test).

*Znacajno razli¢it od grupe sa optimalnim KP nakon primene Tukey’s post hoc testa.

® Znacajno razlicit od grupe sa normalnim KP nakon primene Tukey’s post hoc testa.
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Povezanost visine SKP i DKP sa odredivanim i merenim biomarkerima ispitivana
je Spearman-ovom korelacionom analizom 1 prikazana je u Tabeli II. Utvrdili smo da je
poviSena koncentracija TG 1 MK u korelaciji sa viSim vrednostima SKP. SKP je u
pozitivnoj korelaciji sa ITM 1 indeksom S/K. Koncentracija HDL-h 1 apoAl je u
negativnoj korelaciji sa SKP. Porast vrednosti DKP je uslovljen samo porastom ITM.

Table II Korelacija izmedu SKP i DKP sa faktorima rizika KVB
Table II Correlations between systolic and diastolic blood pressure and CHD risk parameters

SKP DKP
r p r p

ITM, kg/m? 0,225 0,025 0,269 0,009
Indeks S/K 0,569 <0,001
TG, mmol/L 0,205 0,045
HDL-h, mmol/L -0,285 0,004
ApoAl, g/L -0,190 0,060
MK, pmol/L 0,313 0,002

Da bi se ispitao nezavisni uticaj biomarkera na visinu SKP i DKP, ovi parametri
su ukljuceni u forward stepwise multiplu regresionu analizu. Dobijeni rezultati pokazali
su da visoke vrednosti indeksa S/K nezavisno od ostalih parametara doprinose
povecanju SKP (standardizovani koeficijent p = 0.483; p=0.002; R* = 0.234). Ni jedan
od ispitivanih parametara nije nezavisna determinanta visine DKP.

Ordinalna regresiona analiza je koriS¢ena za analiziranje prediktivne sposobnosti
ispitivanih parametara na nivo KP. Analizom je dokazano da ve¢i indeks S/K
(B = 9.380, p =0.004) i visa koncentracija MK (B = 0.006, p = 0.013) povecavaju
verovatnoéu za pojavu viSih vrednosti KP. Sli¢no visoke koncentracije HDL-h su
prediktori nizeg KP (f =-1.235, p = 0.030).

312



Diskusija

U ovoj studiji je dokazano: 1. da postoji korelacija izmedu SKP i lipidnih
parametara (TG, HDL-h i apo A-1), parametara gojaznosti (indeksa S/K i ITM) i MK, a
jedini nezavisni prediktor varijacije u veli¢ini SKP je indeks S/K; 2. na osnovu

koncentracija MK, HDL-h i vrednosti indeksa S/K mogu se sa znacajnom
verovatno¢om predvideti vise vrednosti KP.

Rezultati iz nase studije o vezi SKP sa parametrima gojaznosti i lipidnog statusa
su ocekivni. Vrednosti SKP se povecavaju sa porastom indeksa S/K, I'TM i sa porastom
koncentracije TG i obrnuto opadaju sa porastom koncentracija HDL-h i apo A-1. Kod
gojaznih osoba poviSene koncentracije insulina dovode do povecane resorpcije
natrijuma u bubrezima (16), do poveéanog volumena krvi, do povecane aktivnosti
simpatikusa 1 na kraju do HT. Osobe sa visceralnom gojaznoséu imaju vise
koncentracije insulina u cirkulaciji u odnosu na osobe sa subkutanom gojaznoscu (17),
tako da se kod osoba sa ve¢im indeksom S/K ranije razvija HT. Jedini nezavisni
prediktor visih vrednosti arterijskog KP u naSoj studiji je indeks S/K. Korekcija je
izvrSena sa svim ispitivnim parametrima, Sto znaci da ¢e visoke vrednosti indeksa S/K
povecavati arterijski KP i kod osoba sa niskim ITM. Sli¢ni rezultati su dobijeni i u
Cardiovascular Disease Prevention Project studiji (18) gde je dokazana znacajna
korelacija indeksa S/K sa KP kod muskaraca i Zena bele rase, ali ne i kod africkih
Amerikanaca nakon normalizacije za ITM. U radu publikovanom na ucesnicima ARIC
studije ista zavisnost je dokazana kod obe rase (19). I u istraZivanjima koja su radena na
populacijama drzava u razvoju dokazana je veza visokog KP sa indeksom S/K koji je, u
poredenju sa drugim antropometrijskim parametrima, pokazao najjacu korelaciju sa
SKP ali i DKP (20, 21, 22). Ovaj podatak je od znacaja jer daje dodatne informacije o
pravilnoj primeni preventivnih i terapijskih mera za HT. Smanjenje telesne tezine je
prva preporuka za gojazne osobe sa HT i1 smatra se najefikasnijim nefarmakoloskim
tretmanom ovih osoba. Gubitkom telesne teZzine povecava se insulinska osetljivost i
smanjuje se aktivnost simpatickog nervnog sistema. Za razliku od osoba sa HT, a na
osnovu rezultata naSe studije i studija koje su radene na drugim normotenzivnim
populacijama, evidentno je da bi kod ove grupe osoba smanjenje abdomilnalne
gojaznosti bilo od veceg znacaja za redukciju prehipertenzije nego samo redukcija
telesne mase (23).

Znacajan podatak iz naSe studije je taj da indeks S/K moze da posluzi i u
predvidanju pojave prehipertenzije. Indeks S/K je znacajan prediktor normalnog i
visokog normalnog KP (prehipertenzija) sa beta koeficijentom od 9,38. Ukoliko osoba
ima vecéu abdomilnalnu gojaznost, imace i vecu verovatnoéu da ¢e razviti
prehipertenziju, a kasnije 1 HT. Jo§ neka istrazivanja su potvrdila da je indeks S/K bol;ji
prediktor bolesti koje su posledica gojaznosti u odnosu na ITM (24, 25).
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Osim indeksa S/K i1 za MK je pokazana pozitivna korelacija sa SKP. Veza izmedu
visokih vrednosti MK 1 visokog KP moze da se objasni smanjenim protokom krvi kroz
bubrege, Sto je Cesta pojava u HT, a slab protok krvi kroz bubrege stimuliSe resorpciju
urata (26). Rezultat HT je i mikrovaskularna bolest koja dovodi do lokane tkivne
ishemije (27), oslobadanja laktata koji blokira sekreciju urata u proksimalnim tubulima
bubrega. U naSoj studiji je potvrdeno da opisani mehanizmi funkcioniSu 1 kod
normotenzivnih osoba. Veza izmedu visokog SKP i MK je utoliko znac¢ajnija ukoliko se
u obzir uzmu 1 mehanizmi kojima MK oSte¢uje zid krvnih sudova i dovodi do KVB.
Visoke vrednosti MK dovode se u vezu sa disfunkcijom endotela, produkcijom citokina
iz leukocita 1 hemokina iz glatkih miSiénih ¢elija. Ovo ukazuje na potencijalnu ulogu
MK u sistemskom inflamatornom odgovoru koji je u vezi sa KVB (28).

Iako su neke studije dokazale da HT 1 prehipertenzija dovode do porasta
koncentracije MK 1 tako povecavaju rizik za KVB, u naSoj studiji je utvrdeno da MK
moze da predvidi pojavu viseg KP kod normotenzivnih osoba. U studiji Masuo i
sradnika koja je radena na 433 musSkaraca 1,0-mg/dL povecanja u MK predvida
povecanje KP za 27mm Hg, u periodu od 5 godina pracenja (29).

Postavlja se pitanje da li bi lekovi koji sniZavaju koncentraciju MK doprineli
sporijem razvoju HT 1 samim tim smanjili rizik od razvoja KVB. Diuretici, tiazidi,
povecavaju koncentraciju MK jer stimuliSu resorpciju natrijuma i urata u proksimalnim
tubulima (30). Medutim, radeni su eksperimenti na pacovima koji su hranjeni fruktozom
uz primenu alopurinola. Pacovi koji nisu primali navedeni lek razvili su metabolicki
sindrom, imali su poviSene TG, KP, MK, insulin i telesnu masu. Primena alopurinola u
drugoj grupi pacova sprecila je pojavu ovih efekata (31). U studiji sprovedenoj na
ljudima dokazan je dozno zavisan efekat alopurinola na endotelnu funkciju. Zakljuc¢ak
studije je da je to posledica redukovanog oksidativnog stresa, a ne redukcije urata (32).
Sli¢no, u novijim studijama je dokazano da hipolipemici osim $to uticu na lipide deluju
1 na MK. Prve studije su proucavale dejstvo fibrata (fenofibrata) na koncentraciju MK 1
ve¢ tada se pretpostavilo da fenofibrati snizavaju nivo MK u cirkulaciji tako $to
povecavaju izlucivanje urata i to nezavisno od promena u nivou lipida (33). Osim
fenofibrata u novijim studijama se uocio efekat statina (atorvastatina) na snizenje MK,
ali mehanizam dejstva jo$ nije utvrden (34).

Iz svega sledi zaklju¢ak da su kod normotenzivnih osoba viSe vrednosti KP u
direktnoj vezi sa abdominalnom gojaznoscu 1 da preventivne mere u razvoju HT treba
da budu usmerene ne samo na sniZenje IMT ve¢ prvenstveno na smanjenje indeksa S/K.
Iako se joS uvek sa sigurnoS¢u ne zna da li visok KP uslovljava visoke koncentracije
MK ili je obrnuto, u ovoj studiji je pokazano da zavisnost postoji i kod normotenzivnih
osoba, a da buduce studije treba da proucavaju uticaj lekova koji ¢e delovati ne samo na
visinu KP ve¢ i na koncentraciju MK 1 na taj nacin viSestruko povoljno uticati na
smanjenje rizika od KVB.
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Summary

Prehypertension, which was defined as a systolic blood pressure (SBP) between 120 and
139 mmHg or a diastolic blood pressure (DBP) between 80 and 89 mmHg is shown to be
associated with a twofold higher risk of cardiovascular disease (CVD) in addition to a higher
risk of developing hypertension. We examined the association between CVD biomarkers and
prehypertension in 99 adults who were free of hypertension. We measured concentrations of
lipid parameters, high sensitivity serum C-reactive protein, uric acid (UA), fibrinogen and
colected demografic data. The SBP positively correlated with body mass index (BMI), waist-to-
hip ratio (WHR), triglycerides and UA and negatively with high density lipoprotein cholesterol
and apolipoprotein A-I concentrations. There was independent association of higher WHR with
higher SBP (standardized coefficients § = 0.483; p=0.002). The ordinal regression analysis
revealed that WHR (B = 9.380, p =0.004) and UA concentration (p = 0.006, p = 0.013) were
predictors of higher blood pressure (BP). Higher BP in asymptomatic parsons is associated with
abdominal obesity. Lifestyle modifications, especially WHR reduction, should be recommended
to individuals with prehypertension. Therapy with positive effect on BP and UA concentration
may improve CVD management. These should be further investigated in longitudinal
population-based studies.

Key words: abdominal obesity, uric acid, asymptomatic parsons, waist-to-hip ratio,
cardio vascular disease
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Kratak sadrzaj

Nanomaterijali u kozmetickim proizvodima obuhvataju Cestice kozmeticki aktivnih
supstanci (KAS) u obliku nanokristala, nanocestice (kao $to su nanocestice titan dioksida, cink
oksida, srebra, zlata) i razliCite nanonosace (liposomi, niosomi, nanoemulzije, ¢vrste lipidne
Cestice), bez ili sa inkapsuliranom KAS, kod kojih je jedna ili viSe dimenzija u rasponu 1 - 100
nm. Koriste se u kozmetickim proizvodima da bi doprineli odgovarajuéoj funkeiji, izgledu i/ili
poboljsali njihovu stabilnost. Neki od nanomaterijala mogu da poboljSaju ili ogranice
penetraciju KAS u/kroz kozu. Ulaze u sastav nekih kremova za negu koze (koloidno zlato,
fulereni, liposomi, lipidne nanocestice), kozmetickih proizvoda za kosu (mikroemulgovana
silikonska ulja), proizvoda dekorativne kozmetike (nanocestice plemenitih metala i metalnih
oksida), pasti za zube (koloidno srebro) i proizvoda za zastitu koZze od sunca (UV filteri
inakapsulirani u lipidnim nanocesticama ili polimernim nanokapsulama ili ultrafini oblici
(nanocestice) titan dioksida ili cink oksida). Uprkos prednostima nanomaterijala, oni se jo§ uvek
ne upotrebljavaju Siroko u kozmetickim proizvodima, jer ne postoji dovoljno podataka o
njihovoj bezbednosti za korisnika. Trenutno su u toku brojna istrazivanja o prolasku nanocestica
u/kroz kozu i njihovom potencijalnom ulasku u sistemsku cirkulaciju. Ispituje se i uticaj
kozmetic¢kih proizvoda sa nanomaterijalima na zdravlje ljudi i Zivotnu sredinu. Propisi vezani za
nanomaterijale su ukljuceni u Kozmeticku uredbu EU 1223/2009, posebno kroz ¢lanove 161 19.
U oblasti nanomaterijala propisi jo§ uvek nisu definitivni i o¢ekuju se odgovarajué¢e izmene i
dopune, u skladu sa rezultatima novih istrazivanja i potrebama trzista i proizvodaca.

Kljuéne re¢i: nanomaterijali, kozmeti¢ki proizvodi, bezbednost,
Kozmeticka uredba EU 1223/2009

319



1. Nanomaterijali u kozmeti¢kim proizvodima

Razvoj nanotehnologije omogué¢io je dizajn raznovrsnih materijala
(nanomaterijali) koji imaju jedinstvena fizicko-hemijska svojstva (npr. rastvorljivost,
opticke karakteristike, temperatura topljenja), zbog toga §to su im dimenzije u okviru
nanoskale 1 odlikuju se visokim koli¢nikom povrSina/zapremina i1 velikim brojem
Cestica po jedinici mase. Nanomaterijali su vrlo brzo nasli primenu u kozmetickoj
industriji. U periodu 1994-2005. godine kompanija L’Oreal (Francuska) bila je
rangirana na petom mestu u svetu po broju patenata koji su razvijeni koriS¢enjem
nanotehnoloskih pristupa [1]. lako su nanomaterijali relativno nove sirovine u
kozmetickoj industriji, njihova upotreba datira od davnina. Stari Grei, Rimljani i
Egipc¢ani koristili su olovo-sulfid za bojenje kose 1 obrva, koji se deponuje u keratinu
dlake u vidu nanokristala veli¢ine oko 5 nm, koji su slicni nanocesticama ove soli koje
se proizvode primenom savremenih tehnoloSkih postupaka [2]. Nanomaterijali su
prisutni u brojnim kozmetickim proizvodima, ukljucuju¢i kremove za negu koze,
kozmeticke proizvode za negu kose, dekorativnu kozmetiku, paste za zube, proizvode
za brijanje i posle brijanja i proizvode za zastitu koZe od sunca [3, 4].

Za sada ne postoji jedinstvena, medunarodno prihvacena definicija
nanomaterijala. Nemacki institut za norme/standarde (Deutsches Institut fiir Normung,
DIN) i Medunarodna organizacija za standardizaciju (International Organization for
Standardization, ISO) predlazu slede¢e definicije nanomaterijala (SI. 1):

- nanoobjekat (objekat ¢ije su jedna ili viSe spoljasnjih dimenzija

nanometarskih veli¢ina);

- nanocestica (objekat Cije su sve tri spoljaSnje dimenzije nanometarskih

veli¢ina);

- nanovlakno (nanostapi¢) (objekat ¢ije su dve spoljasnje dimenzije

nanometarskih veli¢ina);

- nanofilm (nanoplocica) (objekat c¢ija je jedna spoljasSnja dimenzija

nanometarskih veli¢ina);

pri ¢emu se nanoskala okvirno definiSe kao skala 1- 100 nm [4, 5].
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Nanotehnologija

Nanomaterijali

(spoljne ili unutrasnje dimenzije u nanoskali)

Nanoobjekti

(jedna ili vise dimenzija u nanoskali)

Nanostrukturirani materijali
(unutrasnja ili povrsinska struktura u nanoskali)

Nanocestica

Nanovlakna

Nanoplocica

Nanostrukture koje
sadrze nanocestice

Slika 1. Shematski prikaz klasifikacije nanomaterijala [6].
Figure 1. Classification of nanomaterials [6].

Osnovna jedinica nanometarskih veli¢ina je nanocestica ¢ije su sve tri dimenzije
(duzina, Sirina, visina) u oblasti nanoskale. U literaturi se za nanoCesticu koristi
skracenica NSP (eng. nanoscale particle) [7]. Da bi se sastavila precizna definicija
nanomaterijala nije dovoljno samo opisati veli¢inu njegovih Cestica. Bitno je imati u
vidu da postoje materijali ¢ije su Cestice van nano opsega, ali se sastoje od agregata ili
aglomerata manjih Cestica ili kristala, pri ¢emu su ove manje Cestice u nano opsegu.
DIN i ISO opisuju nanomaterijale re¢ima ,,agregati nanostruktura” ili ,,aglomerati
nanostruktura”. Izrazi agregati i aglomerati ¢esto se meSaju ili koriste pogresno, iako su
njihove razlike jasne. Agregat je Cestica sastavljena od ¢vrsto spojenih ili fuzionisanih
Cestica, kod koje spoljasnja povrSina moze biti znacajno manja od zbira povrSina
pojedinacnih elemenata. Aglomerat je skup slabo vezanih Cestica, agregata ili meSavine
agregata 1 Cestica, kod koga je spoljaSnja povrSina priblizna zbiru povrSina pojedinac¢nih
delova [4, 5].

Prema Kozmetickoj uredbi EU 1223/2009 nanomaterijal je ,nerastvorljiv,
bioperzistentan 1 namenski proizveden materijal, sa jednom ili viSe dimenzija ili
unutra$njom strukturom u rasponu 1 — 100 nm* [8]. Ova definicija se odnosi na
nanomaterijale kao §to su nanocestice metala, metalnih oksida 1 fulereni, ali ne obuhvata
niz nanomaterijala koji se takode upotrebljavaju u kozmetickim proizvodima, a
rastvaraju se ili degradiraju nakon primene (npr. nanokristali KAS, liposomi,
nanoemulzije, mikroemulzije).

Dve glavne grupe nanomaterijala koje se koriste u kozmetickim proizvodima su:
- nanocCestice KAS (npr. teSko rastvorljive organske KAS, plemeniti metali,
metalni oksidi), 1
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nanonosa¢i pogodni za inkapsulaciju KAS (npr. lipidne nanocestice,
polimerne nanokapsule, liposomi, nanosomi, niosomi, nanoemulzije,
mikroemulzije, dendrimeri, veoma razgranati polimeri, fulereni). Primeri
nanomaterijala koji ulaze u sastav kozmetickih proizvoda prikazani su na Slici
2 iu Tabeli I. Nanokristali KAS, dendrimeri, razgranati polimeri i fulereni se,
za sada, retko koriste, ali se intenzivno istrazuju mogucnosti njihove upotrebe
u kozmeti¢kim proizvodima.

Alkctena _ Tmnsportna Zadtina
supstanca “ supstanca obloga

Slika 2. Primeri nanomaterijala: 1) liposom, 2) nanocestice titan-dioksida, 3) dendrimer
(levo) i veoma razgranati polimer (desno), 4) fuleren Cg, 5) nanocestice zlata.

Figure 2. Examples of nanomaterials: 1) liposome, 2) nanoparticles of titanium dioxide, 3)
dendrimers (left), and hiperbranched polymer (right), 4) fullerene Cg, 5) gold
nanoparticles.



Tabela I Primeri nanomaterijala u kozmeti¢kim proizvodima sa trzista [3].

Table I Examples of nanomaterials in cosmetic products from the market [3].

Tip nanomaterijala Nanomaterijal Uloga u Primer
kozmetickom sastojka
proizvodu kozmetickog

proizvoda ili
kozmetic¢kog
proizvoda

Kozmeticki aktivha Arbutin Posvetljivanje/izbeljiv | Nano Bright®

supstanca (KAS) anje koze

Metali i metalni oksidi Srebro Bakteriostatska GNS Nanogist;
supstanca Susie-K Nano

Beauty Soap
Zlato Vlazeée sredstvo, Chantecaille
(nanogestice su vezane za antioksidans Nano Gold
mikrovlakna svile) Energizing
Cream
ZnO[TiO, Pigmenti u “make-up” | Face Brushes®
puderima i After Glow
korektorima Brush and
Brush Colores
Ugljovodonici Fulereni Antioksidans Zelens®;
Radical
Sponge®
Nanogline i silicijum SiO, Abrazivi, adsorbensi, | LEOREX:
dioksid nosaci KAS Rénergie
ZnO/TiO, UV filter Dual Finish
Pressed
Compacts
Vezikularni nanonosacdi | Liposomi, ceramidi, Nosaci KAS Revitalift®;
nanoemulzije Lyphazome®;
Celazome®

Cvrste lipidne Crsti lipidi Nosaci KAS Lipopearl®;

nanocestice Nanopearl®

Prirodni i modifikovani Modifikovane Zastita koze od UV Collamin G®

polimeri

poliaminokiseline

zraka

Hijaluronska kiselina

Vlazeée sredstvo

PowerMoist®
Nano
Hyaluronic acid

Sintetski polimeri

Nanokapsule

Nosaci KAS

Primordiale
Intense;

Hydra Flash®
Bronzer
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1.1 Nanokristali

Nanokristali su agregati sastavljeni od nekoliko stotina do nekoliko desetina
hiljada molekula grupisanih u strukturu nalik grozdu, veli¢ine 10 - 400 nm.
Kontrolisanjem njihove veli¢ine 1 morfologije povrSine moze se uticati na njihove
osobine. Nanokristali moraju biti stabilizovani da ne bi doSlo do njihove agregacije u
vece kristale. Nanokristali KAS imaju poboljSanu stabilnost, bioadhezivnost,
rastvorljivost 1 perkutanu penetraciju, u poredenju sa supstancama koje su obradene
konvencionalnim tehnoloSkim postupcima. Nanokristali rutina 1 hesperidina su od skoro
nasli primenu u kozmetickim proizvodima za zastitu od UV zraka i ,anti-aging®
proizvodima (Juvedical Age-Decoder fluid & Cream (Juvena, Nemacka), Cellular
Serum Platinum Rare (La Prairie, Svajcarska)). Rutin i hesperidin su tesko rastvorljivi
biljni glikozidi sa antioksidativnim delovanjem. Njihova primena postala je moguca tek
nakon pripreme nanokristala [9].

1.2. Koloidni sistemi koji se destabilizuju nakon primene na koZi

Koloidni sistemi kao S§to su liposomi, nanosomi, niosomi, nanoemulzije i
mikroemulzije, posle primene na kozi (utrljavanja) se destabilizuju tako da se
supramolekulski agregati raspadaju do polaznih sastojaka.

Liposomi su vezikularne strukture sa vodenim jezgrom, okruZenim jednim ili
ve¢im brojem dvoslojeva koji su sastavljeni od gusto pakovanih molekula fosfolipida 1
holesterola (SI. 2). Veli¢ina liposoma krece se u rasponu 15 nm — 5 um i oni mogu imati
jedan dvosloj (unilamelarni liposomi) ili viSe dvoslojeva (multilamelarni liposomi).
Liposomi sitniji od 100 nm (nanosomi) spadaju u kategoriju nanomaterijala, dok su
krupniji liposomi prakticno izvan ovog opsega. Fosfolipidi iz liposoma se vezuju za
keratin 1 formiraju film Sto dovodi do smanjenja transepidermalnog gubitka vode i
jacanja kozne barijere. Fosfolipidi su bezbedni sastojci (imaju Generally Recognized As
Safe (GRAS) status), te se stoga i liposomi mogu smatrati bezbednim nosacima
kozmeticki aktivnih supstanci. U vodi rastvorne supstance mogu da se inkorporiraju u
hidrofilnom jezgru liposoma, a lipofilni molekuli u fosfolipidnom dvosloju, $to ih ¢ini
pogodnim nosacima za hidrofilne 1 lipofilne KAS (npr. biljni ekstrakti, aminokiseline,
peptidi, proteini, a-hidroksi kiseline, hijaluronska kiselina, vitamini A i1 E, koenzim Q,
UV filteri). Lipidni dvosloj liposoma moze da se spoji sa drugim dvoslojnim
membranama, poput ¢elijske membrane, kada dolazi do oslobadanja inkapsulirane KAS
na povrsini ili u dubljim slojevima koze [10]. Kompanija Dior (Francuska) plasirala je
prve kozmeti¢ke proizvode sa liposomima (Capture™ krem za negu koZe) pre gotovo
dve decenije. Na savremenom trziStu prisutan je veliki broj kozmetickih proizvoda sa
KAS inkapsuliranim u nosace tipa liposoma, u obliku kremova, losiona i hidrogelova za
razli¢ite namene (npr. Efect du Soleil (L’Oréal, Francuska), Cure de Vitalite”
Revitalizing and Firming Cream (Payot, Francuska), Liftosome Lifting Cream®
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(Guinot, Francuska), Soothing After-Shaving Balm for Him (Pevonia Botanica, Velika
Britanija), Advanced Stop Signs® cream (Clinique, SAD), Formule Liposome Gel®”
(Payot, Francuska), Future Perfect Skin Gel® (Estee Lauder, SAD), Natipide® II
(Nattermann PL, Nemacka), Aquasome” LA (Nikko Chemical Co., Japan), Daylong®
(Spirig Pharma, Nemacka)) [11]. Jedan od glavnih razloga za Siru upotrebu liposoma u
kozmetickoj industriji je njthovo jednostavno dobijanje i1 sposobnost da poboljSaju
prolazak KAS u/kroz kozu. Veliki potencijal za penetraciju u dublje slojeve koze
pripisuje se najsitnijim liposomima (rnanosomi), pre¢nika 50 - 60 nm [12]. Glavni
nedostatak liposoma je podloZnost hemijskoj destabilizaciji (hidroliza 1 oksidacija
fosfolipida) ili fizickoj degradaciji (agregacija liposoma u prisustvu ulja i/ili emulgatora
1 prevremeno oslobadanje inkapsulirane KAS) [13]. Liposomi se mogu stabilizovati
podesavanjem pH vrednosti, dodatkom antioksidanasa ili helatnih sredstava,
oblaganjem polietilenglikolima ili ¢uvanjem u smrznutom ili liofilizovanom obliku [12,
14].

Niosomi su vezikule dobijene hidratacijom sintetskih nejonskih surfaktanata, uz
ili bez dodatka holesterola ili drugih lipida [15]. Imaju strukturu sli¢cnu liposomima.
Razvijeni su i patentirani pod imenom Niosome® u kompaniji L’Oréal (Francuska)
tokom sedamdesetih i osamdesetih godina proslog veka, a ubrzo su na trZiste plasirani
prvi ,anti-aging” kozmeticki proizvodi u kojima su upotrebljeni kao nosaci KAS (npr.
Lancome Niosome Plus Daily Treatment Face Cream, Lancome Nisome Plus Anti-
ageing whitening & moisture foundation). Niosomi se mogu koristiti za inkapsulaciju
hidrofilnih, ambifilnih i lipofilnih KAS. Neke od prednosti niosoma u kozmetickim
proizvodima, u poredenju sa liposomima, su bolja stabilnost i penetracija KAS u kozu.
Medutim, komponente niosoma nisu supstance GRAS statusa i stoga, u odnosu na
liposome, ¢es¢e dovode do iritacije koze [15 - 17].

Nanoemulzije (submikronske emulzije, miniemulzije) su ulje-u-vodi (U/V)
emulzije kod kojih je precnik kapi dispergovane faze izmedu 50 nm i 1000 nm, a
najces¢e od 100 - 500 nm [18]. To su termodinamicki nestabilni, ali kinetic¢ki stabilni
sistemi [19]. Nanoemulzije su transparentne ili opalescentne i imaju veliku
medupovrSinu na granici uljane 1 vodene faze, zbog male veli¢ine kapi. Smanjenjem
veli¢ine kapi, povecava se stabilnost i poboljSavaju osobine nanoemulzija kao nosaca
KAS. Komponente nanoemulzija su obi¢no supstance koje imaju GRAS status, pa se
zbog toga smatraju relativno bezbednim nosacima [7, 20]. Studije su pokazale da nakon
nanoSenja nanoemulzija na povrSinu koZe dolazi do isparavanja vode i1 obrazovanja
koherentnog lipidnog filma, koji pokazuje izvestan okluzivni efekat. Takode je
pokazano da sa smanjenjem veliCine kapi dipergovane faze, okluzivni efekat
eksponencijalno raste. Kompanija TRI-K Industries/Kemira (SAD) patentirala je 2007.
godine NanoGel® i NanoGel-UV® voda-u-ulju nanoemulzije za jednostavnu pripremu
U/V nanoemulzija dodatkom vodene faze, koji su pogodni za razvoj kozmetickih
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proizvoda za zastitu koZe od sunca, kremova za negu koze sa vlaze¢im efektom i ,,anti-
aging* kremova [20].

Mikroemulzije su termodinamicki stabilni, izotropni, transparentni sistemi u
kojima su dve tecnosti koje se ne meSaju (voda i ulje) sjedinjene dodatkom surfaktanata
1 kosurfaktanata. Prisustvo relativno visokih koncentracija surfaktanata 1 kosurfaktanata
u sistemu ¢ini medupovrSinski napon izmedu dve te¢nosti veoma niskim, zbog ¢ega se
mikroemulzije formiraju spontano. Veli¢ina kapi mikroemulzija iznosi 10 - 100 nm.
Uobicajeni sastojci kozmetickih mikroemulzija su uljana faza (npr. etiloleat, mineralna
ulja, izopropil miristat, dekanol, oleinska kiselina, trigliceridi srednje duZine lanaca
(Mygliol® 812)), surfaktanti (npr. polisorbati, lauromakrogol 300, lecitin, decil
poliglukozid, (Labrafil® M 1994 LS), poligliceril-6-dioleat (Plurol® Oleique), PEG-8
kaprilno/kaprilni trigliceridi (Labrasol®™)) i kosurfaktanti (sorbitan monoeleat, sorbitan
monostearat,  propilenglikol,  propilenglikol  monokaprilat  (Capryol®  90),
dietilenglikolmonoetiletar (Transcutanol® P), etanol). Veéina navedenih sastojaka su
efikasni inhenseri perkutane penetracije, pa je generalno penetracija KAS iz
mikroemulzija bolja u poredenju sa losionima tipa rastvora i emulzija, kao i kremovima.
Razlic¢iti kozmeticki proizvodi mogu biti tipa mikroemulzija: proizvodi za zastitu koze
od UV zraka, antiperspiransi, sredstva za ¢iS¢enje koze (neki su poznati pod nazivom
micelarne vode), kondicioneri za kosu. Mikroemulzije su pogodne za inkorporiranje
relativno visokih koncentracija u vodi tesko rastvorljivih KAS 1 sastojaka kozmetickih
proizvoda (npr. vitamini A 1 E, organski UV filteri, silikonska ulja. Mikroemulzije su
znacajne 1 u proizvodnji parfema, jer se mikroemulgovanjem mirisnih materija smanjuje
upotreba organskih rastvaraca [21, 22]. Na traziStu se nalazi veliki broj kozmetickih
proizvoda koji nose oznaku ,mikroemulzija”, medutim, oni neretko predstavljaju
submikronske emulzije.

1.3. Nanocdestice

Nerastvorne ¢vrste nanocestice se ne dezintegriSu nakon primene na kozi. U
kozmeti¢kim proizvodima trenutno su najzastupljenije nanocestice neorganskih UV
filtera (cink oksid 1 titan dioksid), nanocCestice plemenitih metala 1 nosa¢i kozmeticki
aktivnih supstanci tipa ¢vrstih lipidnih nanocestica i polimernih nanokapsula [7].

Titan dioksid (TiO,) (Slika 2) i cink oksid (ZnO) se ve¢ dugo koriste u
kozmetickim proizvodima za zaStitu koZe od sunca. Oni su bezbedna fizicka zaStita od
dela UVB i dela UVA zraka, a deluju mehanizmom refleksije, rasipanja, a delom,
apsorbovanja suncevih zraka [23]. Nanocestice ovih oksida, pre¢nika od nekoliko
desetina ili nekoliko stotina nanometara, su popularne i u upotrebi su oko 20 godina.
One imaju ista, ili ¢ak bolja zaStitna svojstva od Cestica ovih oksida mikrometarskih
veli¢ina, a ne ostavljaju na kozi beli trag koji je karakteristika konvencionalnih
preparata, sa standardnom veli¢inom praSkova TiO, ili ZnO. Proizvodi koji sadrze
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ublaZzen im je neprijatan miris 1 manje su masni. Njihova povrSina se moze oblagati
silikonskim uljima, silicijum dioksidom ili aluminijum oksidom, u cilju lakSeg
dispergovanja u kozmetickom proizvodu i bolje fotostabilnosti [7, 19]. Proizvodaci koji
u izradi kozmetickih proizvoda koriste nanocestice ZnO ili TiO; su, na primer, Avon,
L’Oréal 1 Beiersdorf. Nanocestice ZnO 1 TiO,, kao 1 drugih metalnih oksida (npr.
aluminijum oksid, gvozde oksid, hrom oksid, cerijum oksid) upotrebljavaju se kao
pigmenti u proizvodima dekorativne kozmetike (puderi, korektori). Ove nanocestice su
transparentne, difuzno reflektuju svetlost i doprinose poboljSanju izgleda koze [3].

Nanocdestice plemenitih metala (zlato, platina, srebro) mogu imati razli¢it oblik 1
veli¢inu, koji se jednostavno kontroliSu u toku procesa proizvodnje [24]. Nanocestice
zlata 1 srebra imaju jedinstvena opticka svojstva (boja, fluorescencija), u zavisnosti od
oblika 1 veli¢ine, $to ih ¢ini vrlo atraktivnim za upotrebu u proizvodima dekorativne
kozmetike (puderi, korektori, rumenila, senke za ocCi, ruzevi za usne), Cesto u
kombinaciji sa nanocesticama metalnih oksida. Nanocestice zlata imaju nisku toksi¢nost
1 koriste se u kozmetickim proizvodima za negu koze (kremovi, maske) [3, 25].
Nanocestice soli srebra, kao §to je srebro-citrat, (koloidno srebro) imaju baktericidno
svojstvo, koje potice od jona srebra, i upotrebljavaju se u razli¢itim kozmetiCkim
proizvodima, kao Sto su paste za zube (u SAD, Kanadi i1 Poljskoj), dezodoransi 1
antiperspiransi, pene i gelovi za brijanje, balzami i losioni posle brijanja (npr. Nivea
For Men® Silver Protect, Hansaplast Silver Active FuBispray) [26].

Cvrste lipidne nanodestice kao alternativni nosadi za liposome i nanoemulzije,
razvijene su devedesetih godina dvadesetog veka. To su cestice submikronskih
dimenzija (50 nm — 1000 nm) sa jezgrom sastavljenim od lipida (glicerida) koje
okruzuje sloj fosfolipida i blok kopolimera. Na sobnoj 1 telesnoj temperaturi su u
&vrstom stanju [27]. Cvrste lipidne nano&estice pruZaju brojne prednosti u formulaciji
kozmeti¢kih proizvoda sa lipofilnim i ambifilnim KAS. One Stite inkapsulirane
supstance od degradacije (koenzim Qo [27], retinol [28] i tokoferol, ostaju stabilni u
duZzem vremenskom periodu nakon inkorporiranja u Cvrste lipidne nanocestice),
omogucavaju kontrolisano oslobadanje KAS 1 poboljSavaju penetraciju supstanci u
stratum corneum [29]. Cvrste lipidne nanogestice imaju niz prednosti u proizvodima za
za$titu koZe od UV zraka u odnosu na tradicionalne proizvode tipa emulzionih losiona
za suncanje. Ugradivanjem UV filtera u ¢vrste lipidne nanocestice, njihova penetracija
se smanjuje za oko 40%, tj. oni ostaju na kozi i §tite je od UV zraka [32, 33]. Cvrste
lipidne nanocestice imaju sposobnost da efikasno rasipaju svetlost, pa same po sebi
predstavljaju ,,fizicke blokatore” [33]. Najznacajniji nedostaci Cvrstih lipidnih
nanocestica su: rast Cestica, nepredvidivi rizik za geliranje 1 prevremeno oslobadanje
(,,curenje”) inkorporirane KAS, tokom cuvanja. Osim toga, kapacitet za inkapsulaciju
KAS je generalno nizak, narocito kod hidrofilnih supstanci [27].
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Krajem devedesetih godina pro§log veka razvijeni su nanostrukturirani lipidni
nosaci, u cilju prevazilazenja nedostataka ¢vrstih lipidnih nanocestica. Na sobnoj i
telesnoj temperaturi su ¢vrsti, sadrZze kombinaciju pogodnih ¢vrstih i te¢nih lipida, ¢ime
se povecava kapacitet za inkapsulaciju KAS 1 moguénost kontrolisanog oslobadanja, a
smanjuje se rizik za njeno ,,curenje” iz nosaca [30]. Formiraju film na koZi koji deluje
okluzivno, tako da se povecava vlaznost koze 1 poboljSava penetracija mnogih KAS
[30]. Koriste se u kozmeti¢kim proizvodima za negu koze i zaStitu koze od sunca.
Disperzije nanostrukturiranih lipidnih nosada Nanopearls® (PharmaSol, Nemadka) se
jednostavno inkorporiraju u kozmeticke proizvode tipa losiona, kremova, gelova.
Lipidne nanocestice imaju zadovoljavaju¢i bezbednosni profil [31]. Prvi kozmeticki
proizvodi sa lipidnim nanocesticama pojavili su se na trzistu 2005. godine (Cutanova
Cream Nano Repair Q10®, Intensive Serum Nano Repair Q10®, Cutanova Cream Nano
Vital Q0® - Dr Rimpler GmbH, Nemacka). Ubrzo su plasirani na trziste i drugi
kozmeticki proizvodi sa lipidnim nanocesticama (npr. SURMER Creme Legere Nano-
Protection, SURMER Creme Contour Dex Yeux Nano-Remodelante - Isabelle Lancray,
Francuska, Nanolipid Repair - Dr Kurt Richter, Nemacka, IOPE Super Vital Cream -
Amore Pacific, Koreja, Swiss Cellular White Illuminating Eze Essence - La Praire,
Svajcarska, Olivendl Anti Falten Pflegekonzentrat - Dr Theiss, Nemacka) [30].

Polimerne nanokapsule su nanocCestice sa polimernim omotacem u ¢iju se
unutra$njost mogu inkorporirati hidrofobne 1 hidrofilne kozmeticki aktivne supstance.
Za i1zradu omotaca nanokapsula koriste se polimeri, proteini i neki biomolekuli.
NajceS¢e se koriste sintetski polimeri (poli-e-kaprolakton, polilaktid-ko-glikolid),
polialkilcijanoakrilati, etilceluloza) [34]. Nanokapsule mogu da zaStite KAS (razlicite
liposolubilne supstance biljnog porekla, organske UV filtere, fluorescentne boje) od
oksidacije ili da obezbede njihovo produzeno oslobadanje [7]. Takode, moguce je
modifikovati povr§inu polimernih nanokapsula tako da se ciljno vezuju za odredene
molekule. Oslobadanje inkapsulirane KAS moze biti indukovano ultrazvukom ili
magnetnim poljem, pod uticajem svetlosti ili promene pH vrednosti ili temperature
nakon primene. Takvi polimeri nazivaju se adaptivni polimeri [35]. Polimerne
nanokapsule u kozmeti¢kim proizvodima prvi put su upotrebljene u kompaniji L’Oreal
1995. godine. Glavno podrucje primene i razvoja ovog tipa nanonosaca je inkapsulacija
organskih UV filtera u cilju spre¢avanja njihove penetracije u kozu [34].

1.4. Dendrimeri i veoma razgranati polimeri

Dendrimeri (SI. 2) su unimolekularne, monodisperzne nanostrukture, sli¢ne
micelama, veli¢ine oko 20 nm, simetri¢no razgranate, sa velikim brojem funkcionalnih
grupa na obodu. To su kovalentna jedinjenja trodimenzionalne strukture [36]. Veoma
razgranati polimeri (SI. 2) su strukturno neorganizovani, asimetri¢ni dendrimeri,
sintetisani polimerizacijom u jednom koraku, $to ih €ini isplativijim od dendrimera.
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Dendrimeri 1 razgranati polimeri pogodni su za inkapsulaciju molekula KAS. Veliki
broj funkcionalnih grupa po obodu strukture doprinosi njihovoj multifunkcionalnosti u
ulozi nosa¢a KAS. L’Oréal je patentirao formulaciju koja sadrzi veoma razgranate
polimere 1 dendrimere. Ova formulacija se mozZe koristiti za nekoliko vrsta proizvoda,
kao $to su maskare ili lakovi za nokte. Proizvodi na bazi dendrimera ili veoma
razgranatih polimera po nanoSenju formiraju tanak film lepog izgleda. Nedostatak tog
filma je dugo vreme potrebno za njegovo formiranje. Kompanija Unilever (Velika
Britanija) je takode patentirala formulacije kozmetic¢kih prizvoda tipa gelova i losiona sa
dendrimerima [36-38].

1.4.1 Fulereni

Fulereni (Sl. 2) su jedinjenja poligonalne strukture koja se sastoje od 60
ugljenikovih atoma. Postoji velika zainteresovanost za njihovu primenu, zbog visokog
afiniteta za odredena tkiva [39]. Jedinstvena struktura fulerena omoguc¢ava im da vezuju
slobodne radikale bolje nego bilo koji do sada koriS¢en antioksidans (npr. vitamin E).
Budu¢i da su slobodni radikali molekuli koji uzrokuju oksidativni stres i starenje koze,
fulereni bi mogli postati osnova za izradu kozmetickih proizvoda protiv starenja koze.
Od 2005. godine na trziStu je dostupan patentirani hidrosolubilni derivat fulerena
Radical Sponge® (Vitamin C60 BioResearch Corporation, Japan), koji ispoljava
citoprotektivne efekte 1 Stiti keratinocite od UV zracenja, zbog Cega se razmatra njegova
potencijalna upotreba u preparatima za zaStitu koze od sunca [40-42]. Ista kompanija
2009. godine patentirala je i liposolubilni oblik fulerena LipoFullerene®. Iako su mnogi
autori saglasni da fulereni, ukljuuju¢i 1 Cgp, nisu supstance znacajne sistemske
toksi¢nosti, ispitivanja fulerena u kozmetickim proizvodima ¢e tek biti sprovedena,
budu¢i da se ne razgraduju u organizmu [43].

2.  Bezbednost kozmetickih proizvoda sa nanomaterijalima

Sa razvojem i primenom kozmetickih proizvoda sa nanomaterijalima, pojavilo se
pitanje koliko je zaista moguce kontrolisati penetraciju i ulazak nanocestica u sistemsku
cirkulaciju, posebno kozmeticki aktivnih supstanci u obliku nanocestica i da li
nanokozmeticki proizvodi mogu negativno da uti€u na zdravlje ljudi 1 Zivotnu sredinu
[44, 45].

Nanoemulzije i nanovezikule se razlazu na svoje sastojke nakon primene na kozi
ili kosi, pa se procena rizika ne razlikuje od procene rizika kod konvencionalnih
kozmetickih emulzija. Procena bezbednosti ovakvih proizvoda svodi se na razmatranje
bezbednosti sastojaka koji ulaze u sastav ovih proizvoda. Cinjenica da je njihova
struktura organizovana na nano nivou nije od znaCaja za bezbednost kozmeti¢kih
proizvoda [44, 45].
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Nasuprot tome, trenutne polemike o upotrebi nanomaterijala u kozmeti¢kim
proizvodima fokusiraju se na nerastvorne nanocestice, jer se one zadrzavaju na kozi 1
nakon primene proizvoda [7, 44, 45]. Njihov oblik i veli¢ina su konstantni. Za sada, od
svih nanocestica, dovoljan broj klinickih dokaza o bezbednosti postoji jedino za
nanocestice titan dioksida 1 cink oksida. Nau¢nom komitetu za kozmeticke proizvode i
proizvode koji nisu namenjeni za ishranu potroSaca pri Evropskoj uniji (Scientific
Committee of Consumer Products/Safety, SCCNFP) su poslati opsezni dosijei o TiO; 1
ZnO u proizvodima za zaStitu od sunca, na procenu i kasnije ukljucivanje u EU listu
odobrenih UV filtera (Aneks VI u Kozmetickoj uredbi EU 1223/2009). IstraZivanja su
pokazala da je titan dioksid bezbedan za upotrebu u kozmetickim proizvodima pri
maksimalnoj koncentraciji od 25%, za zastitu koze od Stetnih efekata UV zrafenja. Ovo
se odnosi na kristalni (anatas i/ili rutil) titan dioksid, obloZen 1 neoblozen, bez obzira na
veli¢inu Cestica, pod uslovom da takvi tretmani ne ugrozavaju bezbednost proizvoda.
Ne predlazu se nikakve zabrane u pogledu upotrebe titan dioksida u kozmetickim
proizvodima [4]. Potencijalna toksi¢nost titan dioksida i cink oksida, povezana sa
stvaranjem slobodnih radikala, ispolji¢e se samo ukoliko nanocestice penetriraju u zive
¢elije. U gotovo svim studijama pokazano je da je verovatnoca penetracije u slojeve
koze ispod stratum corneum-a 1 oSteCenje zivih Celija posle penetracije veoma niska.
Ispitivanja toksicnosti ovih Cestica su pokazala da su bezbedne za primenu u
kozmetickim proizvodima 1 da ne prodiru ¢ak ni kroz oStecenu kozu ljudi 1 Zivotinja
[45]. Trenutno, ne postoji dokaz da nerastvorne cestice ZnO i TiO, u kozmetickim
proizvodima za zastitu koze od UV zraka mogu da dovedu do lokalnih ili sistemskih
neZeljenih efekata. Dokazi o koristi ovih proizvoda znacajno premaSuju nedokazane i
hipoteticke rizike. Ostale nanocestice moraju dodatno da se ispitaju 1 mora biti dokazana
njihova bezbednost u kozmetickim proizvodima [4]. IstraZivanja koja su sproveli
Lademann i sar. [46] su pokazala da nanocCestice TiO, penetriraju u folikule dlaka, ali se
izlu€uju na povrsSinu koze, sa izlivanjem znoja.

3. Propisi 0 kozmeti¢kim proizvodima sa nanomaterijalima

Pitanje o rizicima upotrebe kozmetickih proizvoda sa nanomaterijalima pokrenulo
je druga pitanja, koja se odnose na zakonske obaveze o ispitivanju ovih proizvoda pre
plasiranja na trziste, kao i obaveze u njihovom obelezavanju.

Na mnogim skupovima gde se diskutovalo o ovim pitanjima, doSlo se do
zakljucka da je neophodno uraditi reviziju Kozmeticke direktive (76/768/EEC), izmedu
ostalog 1 zbog sve Sire upotrebe nanomaterijala u kozmetickim proizvodima. Upotreba
nanomaterijala u kozmetickim proizvodima delimi¢no je regulisana donoSenjem
Kozmeti¢ke uredbe EU 1223/2009 [8]. U ¢lanu 19 ove uredbe navedeno je da se kod
obelezavanja sastojaka kozmetickog proizvoda u obliku nanomaterijala dodaje sufiks
,hano* u zagradi uz INCI naziv (npr. titanium dioxide (nano), titanium dioxide [nano],
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titanium dioxide {nano}, ili titanium dioxide <nano>) [47]. U ¢lanu 16 Kozmeticke
uredbe EU 1223/2009 [8] navedeno je da se Evropskoj komisiji (European Comission)
moraju dostaviti podaci o kozmetickom proizvodu koji sadrzi nanomaterijale Sest
meseci pre stavljanja u promet, a za proizvode koji su plasirani na trziSte do 11. januara
2013. godine, podaci se moraju dostaviti do 11. jula 2013. godine. TraZene informacije
se odnose na: identifikaciju nanomaterijala, ukljuuju¢i hemijsko ime po TUPAC-u,
veli¢inu Cestica, fizicke 1 hemijske osobine nanomaterijala, koli¢inu nanomaterijala koja
¢e sa kozmetiCkim proizvodom dospeti na trziste (na godiSnjem nivou), toksikoloSki
profil 1 bezbednost nanomaterijala za datu kategoriju kozmetickog proizvoda. Ukoliko
postoji zabrinutost u pogledu bezbednosti nanomaterijala, odnosno, nanokozmetickih
proizvoda, Evropska komisija traZi njenu procenu od Nauc¢nog komiteta za bezbednost
potrosaca (Scientific Committee on Consumer Safety, SCCS). Na osnovu dostavljenih
podataka, SCCS daje zvani¢no misljenje o bezbednosti kozmetickog proizvoda, koje je
javno dostupno i podlozno izmenama i dopunama, ukoliko se pojave nove informacije
koje se odnose na potencijalni rizik po ljudsko zdravlje. Do 11. januara 2014. godine
Evropska komisija ¢e pripremiti i publikovati katalog svih nanomaterijala, ukljucujuci
one koje se upotrebljavaju kao boje, UV filteri i konzervansi, u kozmeti¢kim
proizvodima koji se nalaze na trzisStu.

Propisi u ovoj oblasti jo§ uvek nisu potpuni i oekuju se razli¢ite izmene, dopune
1 prilagodavanja postoje¢ih propisa, u skladu sa rezultatima novih istraZivanja o
efikasnosti 1 bezbednosti kozmetickih proizvoda sa nanomaterijalima, kao 1 u skladu sa
potrebama trziSta i1 proizvodaca. Prva revizija odredbi Kozmeti¢ke uredbe EU
1223/2009 koje se odnose na nanomaterijale bi¢e izvrSena do 11. jula 2018.godine [8].
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Nanomaterials in cosmetic products -
functionality and safety issues

Ljiljana Peki¢*, Radojka Dukié¢, Gordana Vuleta

University of Belgrade — Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical
Technology and Cosmetology, Vojvode Stepe 450, 11 221 Belgrade

Summary

Nanomaterials in cosmetic products include particles of active ingredients (Al)
(nanocrystals, nanoparticles) (e.g., ultrafine/nanoparticles titanium dioxide, zinc oxide, silver,
gold) as well as a variety of nanocarriers (e.g., liposomes, niosomes, nanoemulsions, solid lipid
nanoparticles), unloaded or Al-loaded, whith one or more dimensions in a range from 1 - 100
nm and which are intentionally manufactured. They may contribute to the function, appearance
and/or stability of the cosmetic products. Some of the nanomaterials are useful to retard or
enhance penetration of Als through the skin. Nanomaterials are already used in a numerous
skin-care creams (e.g., colloidal gold, fullerenes, liposomes, lipid nanoparticles), hair care
products (e.g., silicone oil microemulsions), make-up products (e.g., nanoparticles of noble
metals and metal oxides), toothpastes (colloidal silver), sunscreen products (UV filters
incapsulated in liposomes or polymeric nanocapsules). In spite of the advantages of
nanomaterials, their current usage in cosmetic products is unfrequent, due to lack of safety data.
A numereous studies on percutaneous penetration/permeation of nanoparticles and their
potential entrance in systemic circulation are in progess. The influence of the nanomaterials
containing cosmetic products on human health and environmet is under current evaluation.
Regulation (EC) No 1223/2009 of The European Parliament and of The Council of 30
November 2009 on cosmetic products provides current regulations on nanomaterials. However,
regulations in this field are not completed and scientific progress as well as demands from the
market and cosmetic industry stimulate their further modifications and amendments.

Keywords: nanomaterials, cosmetic products, safety, Regulation (EC) No 1223/2009
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Prilozi — Contributions

IzvesStaj sa 60. simpozijuma Saveza farmaceutskih udruZenja Srbije

Organizator: Savez farmaceutskih udruzenja Srbije

Vreme i mesto: Kopaonik, 23-26. maj 2013.

24.05.2013.

Kurs 1.

Bolesti koZe — klinicki, terapijski i kozmetoloski pristupi
Resenje broj:153-02-562/2013-01 od 01.03.2013.

Oznaka kursa: B-146/13

Broj bodova za predavace: 12

Broj bodova za slusaoce: 6

Kurs je akreditovan za farmaceute i farmaceute specijaliste farmaceutske
tehnologije 1 kozmetologije

Ciljevi kursa:

1. etiologija ekcema i dermatitisa

2. klasifikacija lekova za dermatoloSku primenu

3. redefinisanje znacaja izrade magistralnih 1 galenskih lekova
4. biljni lekoviti proizvodi u dermatologiji

5. novi 1 klasi€ni humektansi 1 emolijensi za izradu dermokozmetickih emulzija
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PROGRAM KURSA 1.

Moderator: Gordana Vuleta

Satnica Tema Metod Predavaé
obuke*
9.00-9.30 Ekcemi (dermatitis) - klini¢ki oblici i predavanje Sonja Vesi¢
terapijski pristupi
9.30-10.00 Lekovi za dermatoloSku primenu: predavanje Miroslav Savi¢
klasifikacija i mehanizmi dejstva
10.00-10.30 Magistralni i galenski lekovi u predavanije Gordana Vuleta,
dermatologiji — proslost ili sadasnjost Ivana Panteli¢,
Snezana Savi¢
10.30-11.00 Pauza
11.00-11.30 Primena biljnih lekovitih proizvoda u predavanje Zoran Maksimovic,
dermatologiji Silvana Petrovic,
Stevan Samardzic¢
11.30-12.00 Suva koza kao stanje i simptom: uloga predavanje Snezana Savi¢,
dermokozmetickih preparata Milica Luki¢,
Gordana Vuleta
12.00-13.00 Diskusija
13.00-14.00 Pauza za ru€ak
14.00-16.00 Najées¢i farmaceutsko-tehnolo3ki radionica Nata$a Zivanovié,
problemi u izradi preparata za leCenje Mirjana Gajdas,
kozZnih bolesti Gordana Vuleta
Slu€ajevi iz prakse
16.00-16.30 Test i evaluacija

Satelitski simpozijumi

Kongresna dvorana Konaci

16.30-17.00 GOODWILL PHARMA: Dona - Hondroprotektor sa preporukom u
leCenju osteoartroze, dipl. farm. spec. Tatjana MiloSevi¢

17-00-17.30 PHOENIX:
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17.30-18.00 BELUPO: Znacaj topijskih retinoida u dermatologiji,
dr Milica Markovi¢; Mudrim izborom do zdrave koze,
dr Nevenka UroSevié¢

18.00-18.30 JADREN GALENSKI: Morska voda, Milovanovi¢ Jovica

18.30-19.00 BERLIN-CHEMIE MAMARINI: Farmaceutsko tehnoloski aspekti
lokalne primene ketoprofen gela i heparin 1000 gela,
prof. dr Gordana Vuleta

19.30-20.00 PHARMASWISS: Sinbiotik - borac za poboljSanje zdravlja,
Ivan Jovanovi¢

25.05.2013.

Kurs 2.
Prevencija i leCenje poremecaja venske cirkulacije

Resenje broj: 153-02-562/2013-01 od 01.03.2013.
Oznaka kursa: B-145/13

Broj bodova za predavace: 12

Broj bodova za sluSaoce: 6

Kurs je akreditovan za farmaceute, farmaceute specijaliste farmaceutske
tehnologije 1 kozmetologije, 1 farmaceute specijaliste farmaceutske zdravstvene zastite

Ciljevi kursa

1. upoznavanje farmaceuta se etiopatogenezom venskih oboljenja

2. faktori rizika za razvoj venskih oboljenja

3. savremeni pristupi za prevenciju venskih oboljenja

4. savremeni pristupi za terapiju venskih oboljenja

5. biljni lekoviti proizvodi i nefarmakoloSke mere kod hroni¢ne venske bolesti
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PROGRAM KURSA 2.

Moderator: Ilijas Cinara

Satnica Tema Metod Predavac
obuke*
9.00-9.30 Hroni¢na venska bolest predavanje | llijas Cinara
9.30-10.00 Lekovi u prevenciji i terapiji venskog predavanje | Maja Tomic, Radica
. Stepanovié-Petrovi¢
tromboembolizma
10.00-10.30 | Farmaceutska zdravstvena zastita u terapiji | predavanje | Sandra Vezmar
duboke venske tromboze Kovacevic¢, Milica
Culafi¢, Branislava
Miljkovi¢
10.30-11.00 | Pauza
11.00-11.30 | Ulcus cruris venosum — savremeni terapijski predavanje | Sonja Vesi¢
pristup
11.30-12.00 | Primena biljnih lekovitih proizvoda kod predavanje | Silvana Petrovic,
hroni&ne venske bolesti Zoran Maksimovi¢,
Jelena Kukic-
Markovic¢
12.00-12.30 | Farmaceutsko-tehnoloski aspekti preparata za | predavanje | Ljiljiana Deki¢,
prevenciju i le€enje poremecaja venske Danina Krajisnik,
cirkulacije Jelena Buri$, Marija
Primorac
12.30-13.00 | Diskusija
13.00-14.00 | Pauza za ru€ak
14.00-16.00 | Poremecaiji venske cirkulacije, uloga radionica Tatjana Zunié
farmaceuta u savetovanju pacijenta (procena Milojka Ponjavié
0 obaveznom upucivanju lekaru i pomo¢ oko
izbora lekova i dijetetskih proizvoda za
samolecenje-slucajevi iz prakse)
Nefarmakoloske mere kod poremecaja venske
cirkulacije - slu€ajevi iz prakse
16.00-16.30 | Testi evaluacija
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Satelitski simpozijumi

Kongresna dvorana Konaci

17.00-17.30 BAYER: Bayer i Aspirin kroz vekove, mr ph Tatjana MiloSevi¢

17.30-18.00 TAKEDA GMBH: Uloga farmaceuta u terapiji ucestale goruSice,
prof. dr Miodrag Krsti¢, Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu

1zlozba:

Hotel Grand - Sportska dvorana

Sviradovi su objavljeni u online izdanju ¢asopisa Arhiv za farmaciju 2/2013.

Simpozijumu je prisustvovalo 714 registrovanih ucesnika.

Tokom odrzavanja simpozijuma ucesnici su posetili izlagace 1 razgovarali sa
struénim saradnicima o novim lekovima, medicinskim sredstvima i dijetetskim
proizvodima.

Posebnu zahvalnost dugujemo ¢lanovima sekcije Mladi farmaceuti : Nini Milekié,
Marini Mirkovié i Zorani Miladinovi¢, za veliku pomo¢ u distribuciji Stampanog
materijala, registraciji ucesnika, izdavanju uverenja.

Zahvaljujemo se svim kolegama koji su podrzali svojim prisustvom ovaj skup i
svim onima koji su popunili Anketu i na taj nacin nam omogucili da procenimo
uspesnost skupa 1 da se upoznamo sa interesovanjima, primedbama i predlozima, kako
bismo ubuduce organizovali joS uspesnije simpozijume.
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ANALIZA ANKETE SPOROVEDENE NA 60. SIMPOZIJUMU

UKUPNO REGISTROVANIH UCESNIKA 714

Sta Vas je opredelilo da dodete na Simpozijum?

1. Tema

2. Bodovi

3. Predavaci

4. Mesto odrzavanja
5. Edukacija

6. Druzenje
Ukupno:

Nije odgovorilo:

1. Opsta ocena Simpozijuma
1. Odlican

2. Vrlo dobar

3. Dobar

4. Zadovoljava

5. Ne zadovoljava

Ukupno:

Nije odgovorilo:

98
38
16
6
93
36
203
110

217
129
29

382
10

2. Kako procenjujete sadrzaj Simpozijuma?

1. Bitno bolji od drugih
2. Bolji od drugih

3. Prosecan

4. Losiji od drugih
Ukupno:

Nije odgovorilo:

75
150
41
0
266
47



3. Da li ste zadovoljni?

1. Organizacija

1. Veoma zadovoljan
2. Zadovoljan

3. Nisam zadovoljan
Ukupno:

Nije odgovorilo:

2. Sala

1. Veoma zadovoljan
2. Zadovoljan

3. Nisam zadovoljan
Ukupno:

Nije odgovorilo:

3. Oprema

1. Veoma zadovoljan
2. Zadovoljan

3. Nisam zadovoljan
Ukupno:

Nije odgovorilo:

4. Sta vam se najviSe dopalo?

1. Tema i1 predavanja
2. Predavaci

3. Radionica
4. Organizacija
5. Druzenje

Ukupno:
Nije odgovorilo:

181
127

312

141
135
36

312

158
133

298
14

101
10

31
19
23

184
129

341



5. Sta Vam se nije dopalo?

1. Sala 21
2. Mesto odrzavanja 8
3. Probijanje termina 23
Ukupno: 52
Nije odgovorilo: 261

6. Da li imate neke primedbe na ,,Zbornik radova*?
Potreban Stampani obik Zbornika 17

OCENE PREDAVACA, KURS 1

Registrovanih u€esnika: 714
Opsta ocena Kursa 1: 4,38
. S <
< < < <
m ] ] 2
'3 z o =l =l ’o
PREDAVAC < a (o] (@) w <
) x > > n =z 0
© o < (o) o O uw Z
3 2| 8| 2 uwg| £8] 2
(o) > a N Z N o
1| SONJA VESIC 215 77 9 7 0 4,623 4
2 | MIROSLAV SAVIC 206 71 19 7 0 4,571 8
3| GORDANA VULETA 231 61 10 7 1 4,658 2
4 | ZORAN MAKSIMOVIC | 203 75 11 4 1 4,616 5
5| SNEZANA SAVIC 215 | 50 5 5 0 4,727 1
GORDANA VULETA -
6 radionica 215 53 17 3 1 4,654 3
NATASA ZIVANOVIC-
4 radionica 194 |72 9 5 1 4,612
MIRJANA GAJDAS -
8 radionica 188 74 9 5 1 4,599
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OCENE PREDAVACA - KURS 2

Registrovanih ucesnika: 714
Opsta ocena Kursa 2: 4,51
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ILIJAS CINARA 207 7 15 4,558
2| MAJA TOMIC 222 57 9 4,721
SANDRA VEZMAR
3 KOVACEVIC 226 57 6 3 4,733
4| SONJA VESIC 205 |77 16 6 4,570
5| SILVANA PETROVIC 219 60 17 5 4,626
6 | LIILJANA PEKIC 198 63 10 4 4,655
7| TATJANA ZUNIC- 197 |68 8 2 4,673 3
radionica
MILOJKA PONJAVIC -
8 0J ONJAVIC 175 62 9 2 4,653 5

radionica

Beograd, 13.06.2013.

Struc¢ni 1 Organizacioni odbor 60. simpozijuma SFUS
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Prikaz knjige
»ITrovanja lekovima - odabrana poglavlja”

Izuzetno mi je zadovoljstvo da Vas obavestim da je izasla iz Stampe knjiga pod
naslovom , Trovanja lekovima - odabrana poglavlja”, autora Vesne J. Matovic,
redovnog profesora; Zorice L. Bulat, docenta i Aleksandre A. Buhe, asistenta Katedre
za toksikologiju ,,Akademik Danilo Soldatovi¢”. Knjigu je izdao Farmaceutski fakultet
Univerziteta u Beogradu, a recenziju su uradile Slavica Vucini¢, vanredni profesor
Medicinskog fakulteta VMA, Univerziteta odbrane u Beogradu i1 nacelnik Centra za
kontrolu trovanja Vojnomedicinske akademije i Biljana Antonijevi¢, redovni profesor
Katedre za toksikologiju ,,Akademik Danilo Soldatovi¢”.

O znacaju 1 aktuelnosti ove publikacije govore alarmantni podaci Svetske
zdravstvene organizacije da akutna trovanja, medu kojima su procentualno
najzastupljenija upravo trovanja lekovima, uz karcinome i bolesti kardiovaskularnog
sistema, predstavljaju najzna¢ajnije uzro¢nike smrti na naSoj planeti. Cesto
zaboravljamo da lekovi, bas kao i sve hemikalije, upravo po principima Paracelzusa ,,da
svaka supstanca pri odredenoj dozi ispoljava toksi¢nost”, mogu ispoljiti i toksicne
efekte. Odnosno, mozemo re¢i da nema sigurnih lekova, samo ima sigurnih nacina
njihove upotrebe.

Svake godine se u svetu i kod nas belezi veliki broj trovanja lekovima, posebno
samoubilackih, ali se ne sme zanemariti ni znacajan broj trovanja lekovima koji su
rezultat greSke zdravstvenih radnika. S obzirom na to da je farmaceut poslednja stru¢na
osoba koja lek ,predaje u ruke” pacijentu, moze se slobodno re¢i da je njegova
odgovornost izuzetno velika, posebno sa aspekta prevencije. Osim toga, iako je lek
predmet izucavanja viSe biomedicinskih fakulteta, upravo je farmaceut taj koji tokom
studija stie najSire znanja o leku, od hemijskih karakteristika i kinetike leka, pa do
njegovih farmakoloSkih osobina, kontrole leka, kao i eventualnih toksi¢nih efekata.
Novije generacije Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu imaju moguénost i
Sireg upoznavanja sa problematikom trovanja lekovima kroz izborni predmet Akutna
trovanja lekovima s analitikom, a izdavanjem knjige ,,Trovanja lekovima - odabrana
poglavlja” pruza se mogucnost svim farmaceutima, ali 1 drugim profilima da upotpune
svoje znanje iz ove oblasti.
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Pomoc¢ni udZbenik pod nazivom ,,Trovanja lekovima - odabrana poglavlja”
napisan je na 111 strana formata A5 i tematski je podeljen na tri celine.

U prvom delu dati su podaci o ucestalosti akutnih trovanja lekovima na osnovu
podataka Americkog udruZenja centara za kontrolu trovanja iz 2010. godine i
Godisnjaka Centra za kontrolu trovanja VMA iz iste godine, koji ukazuju na visoku
incidencu trovanja lekovima u svetu i kod nas.

U ovom priruéniku nisu obradene sve grupe lekove. Opredelili smo se za
odredene grupe lekova imaju¢i u vidu ucestalost njihove primene, ali 1 toksi¢nost.
Obradeni su neopioidni analgetici (nesteroidni antiinflamatorni lekovi i paracetamol),
antibiotici  (penicilini, cefalosporini, makrolidi, aminoglikozidi, tetraciklini,
hloramfenikol, rifampin), lekovi koji deluju na nervni sistem (barbiturati,
benzodiazepini, antidepresivi, antipsihotici, antiepileptici), lekovi koji deluju na
kardiovaskularni sistem (beta blokatori, blokatori Ca kanala, kardiotoni¢ni glikozidi),
oralni antidijabetici, antihistaminici, antineoplastici (alkiliraju¢i agensi, antimetaboliti,
citotoksi¢ni antibiotici, derivati biljaka, ostali agensi) i antiretroviralni lekovi. Za
navedene lekove je data hemijska struktura, kratak istorijat, osnovni mehanizmi
toksi¢nosti, toksi¢nost, kao 1 principi terapije trovanja. S obzirom na to da je farmaceut
deo tima koji ima znacajnu 1 slozenu ulogu u toksikoloskoj praksi, u okviru svake grupe
lekova nabrojane su metode njihove kvalitativne 1 kvantitativne analize, kao i analitika
najznacajnijih predstavnika date grupe. Kod vecine lekova dat je i prikaz slucaja iz
prakse kako bi se ¢itaocu priblizila ova problematika.

U poslednjem poglavlju dati su predlozi mera za smanjenje broja trovanja
lekovima koje zahtevaju sveobuhvatno angazovanje drzave i1 njenog zdravstvenog
sistema, a posebno farmaceuta.

Ovo je prvi udzbenik koji se bavi problematikom trovanja lekovima koji je
objavljen na Farmaceutskom fakultetu Univerziteta u Beogradu. Napisan na jasan 1
koncizan nacin, udzbenik ¢e omoguditi da studenti Farmaceutskog fakulteta usvoje
znanja iz oblasti trovanja lekovima koja su neophodna za kvalitetno 1 adekvatno
obavljanje farmaceutske struke, a bi¢e od koristi i svim farmaceutima u apotekama i
laboratorijama, kao 1 ostalima koji rade sa lekom ili ih interesuje ova problematika.

Osnovni cilj ove publikacije bio je da doprinesemo boljem sagledavanju
problematike trovanja lekovima, a Sto bi adekvatnom ulogom farmaceuta moglo
rezultirati 1 smanjenjem broja trovanja lekovima.

Vesna Matovic¢
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Prikaz ,,Priru¢nika za stazere diplomirane farmaceute”

Sa zadovoljstvom Vas obaveStavamo da je izaSlo drugo izdanje Prirucnika za staZere

diplomirane farmaceute.

Drugo izdanje donosi potpunije obraden pristup uloge farmaceuta u apoteci. lako je

primarno bio osmisljen za stazere, i nase kolege sa iskustvom cesto ga koriste u svakodnevnom

radu.

¢iji

Publikacija je izasla iz Stampe skoro tri godine posle prve, nakon detaljnog istrazivanja,
je fokus bio na relevantnosti podataka i njihovoj primenljivosti u apoteci od strane

farmaceuta.

Drugo izdanje, izmedu ostalog, sadrzi:

> Najcesce hroniéne bolesti ( dijabetes, arterijska hipertenzija, osteoporoza, gojaznost, glaukom).

» AZurirana postojeca opSta poglavlja koja prate aktuelne probleme gastrointestinalnog trakta,
genourinarnog trakta Zene, bol, sezonske boleti, koZu i koZne infekcije, zdravstvene probleme u
decijem uzrastu, oboljenja ociju i uSiju, negu stopala, upotpunjena su novim poglavljem o
lajmskoj bolesti i krpeljima, kao i lekovima i kontaktnim socivima.

» Kompletan pregled registrovanih lekova (paralela, prikaz generickih i zasti¢enih imena) i OTC
preparata.

» Opis pripreme pacijenata za razli¢ita dijagnostic¢ka testiranja (analize telesnih te€nosti, snimanja,
endoskopija, merenje rada telesnih funkcija, biopsija).

» Prakti¢ne savete i uputstva za pravilno koris¢enje razli¢itih farmaceutskih oblika, primenu lekova
u osetljivim populacijama, neZeljena dejstva lekova i interakcije.

» Pregled referentnih zdravstvenih institucija i udruZenja pacijenata, nacionalnih i svetskih dana
dana zdravlja.

Sagledavanje racionalne terapije u savetovanju pacijenata jeste osnovi cilj priru¢nika, a sa

drugim izdanjem idemo u korak sa novim zdravstvenim problemima, novim savetima i

terapijama koji stalno pristizu u svetu medicine i farmacije.
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Sve informacije moZete dobiti na:

Adresa: Bulevar vojvode Misi¢a 25, 11000 Beograd, Srbija
Telefon/Fax: +381 11 2648 385
e-mail: sfus@farmacija.org

Web: http://www.farmacija.org

S postovanjem,

Savez Farmaceutskih udruzenja Srbije

Recenzent: prof. dr Bogdan Boskovié¢

Autori: mr ph spec. Marija Stijovi¢, mr ph spec. Natasa Nikoli¢
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