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Kratak sadrzaj

Hitozani su linearni, binarni heteropolisaharidi dobijeni parcijalnom deacetilacijom hitina. Kao
katjonski polisaharidi prirodnog porekla imaju veliki potencijal za primenu u oblasti farmacije i
biomedicine. Tome dodatno doprinosi njihova strukturna raznovrsnost u pogledu molekulske mase i
stepena deacetilacije, ali i moguénost hemijske derivatizacije.

Specifi¢na polikatjonska priroda ovih biopolimera odgovorna je za njihova brojna bioloSka
svojstva poput mukoadhezivnosti, hemostati¢nog, antimikrobnog i hipoholesterolemi¢nog delovanja.

Zahvaljujuéi geliraju¢im sposobnostima, moguénosti umrezavanja i gradenja reverzibilnih
polielektrolitnih kompleksa sa polianjonima, hitozani se koriste za izradu koloidnih nosaca lekovitih
supstanci poput dendrimera, liposoma, micela, mikro- i nanocestica.

Hitozani i njihovi derivati ulaze u sastav komercijalno dostupnih preparata/sredstava za zarastanje
rana zahvaljuju¢i stimulaciji proliferacije ¢elija i obnavljanja tkiva, hemostatskom i blagom lokalnom
analgetickom delovanju.

Upotreba hitozana kao dodatka ishrani odobrena je u mnogim zemljama, a potvrden je njihov
uticaj na odrzavanje normalnog nivoa serumskog LDL holesterola.

Derivati hitozana, poput N-karboksimetilhitozana koriste se u kozmetickim proizvodima jer
poseduju sposobnosti geliranja i formiranja filma, stvaraju prijatan osecaj na kozi, omeksavaju, vlaze i
Stite kozu od spoljasnjih uticaja.

Posebnu paznju hitozani privlace u oblasti tkivnog inzZenjerstva zahvaljujuéi mogucnosti
obrazovanja biokompatibilnih poroznih trodimenzionalnih mreza ¢iju je poroznost i brzinu degradacije u
in vivo uslovima moguce kontrolisati.

Siru primenu hitozana trenutno ograni¢ava neresen regulatorni status, jer strukturna raznovrsnost
hitozana ima za posledicu razlike u biodistribuciji, biodegradaciji i toksikoloskim profilima, §to znacajno
otezava dobijanje GRAS statusa.

Kljuéne re¢i:  hitozan, hitin, polikatjon, farmaceutski/biomedicinski preparati

347



Uvod

Hitozan je prvi put opisan 1859. godine, kao jedinjenje dobijeno parcijalnom
deacetilacijom hitina — gradivnog polisaharida prirodnog porekla (1). Istrazivanje
potencijalne primene hitozana doZivljava naglu ekspanziju tokom protekle tri decenije
sa stalnom tendencijom porasta (Slika 1). U oblasti farmacije/biomedicine posebno se
ispituje mogucénost primene hitozana za izradu koloidnih nosaca lekovitih supstanci sa
modifikovanim oslobadanjem, preparata/sredstava za zarastanje rana i tkivnu
regeneraciju. Tome su naroc¢ito doprineli biokompatibilnost, biodegradabilnost i
specifina polikatjonska priroda hitozana. Osim toga, strukturna raznovrsnost ovog
polimera, posebno u pogledu molekulske mase i1 stepena deacetilacije, kao 1 hemijska
derivatizacija, pruzaju moguc¢nost da se osobine hitozana, odnosno njegovih derivata,
prilagode potencijalnoj primeni. Rastu¢em interesovanju za hitozan doprinosi njegovo
poreklo iz obnovljivih izvora (hitin), §to ga ¢ini relativno jeftinim i lako dostupnim
ekscipijensom.
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Slika1l Broj publikacija koje se odnose na hitozan (naslov rada, saZetak, kljucne reci).
Podaci preuzeti sa Scopus-a 29.4.2013.

Figure 1 Number of articles related to chitosan (article title, abstract, keywords). Data
obtained from Scopus on 29.4.2013.
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1. Hemijska struktura hitozana

Hitozan je linearni, binarni heteropolisaharid graden iz 2-acetamido-2-deoksi-B-D-
glukopiranoze i 2-amino-2-deoksi-f-D-glukopiranoze povezanih P(1-4) glikozidnim
vezama (Slika 2). Stepen deacetilacije, odnosno udeo slobodnih amino grupa,
komercijalno dostupnih hitozana je uobicajeno ve¢i od 60 % (2,3). Na osnovu
molekulske mase dele se na hitozane male (< 150 kDa), srednje i velike molekulske
mase (700 — 1000 kDa) (4). U poslednjih nekoliko godina raste interesovanje istrazivaca
za hitozane kratkog lanca, koji se nazivaju oligohitozani (oligosaharidni hitozani).
Molekulska masa ovih oligomera hitozana je manja od 50 kDa, a dobijaju se postupkom
hidrolize lanaca visokomolekularnih hitozana (5).

R
H H.0
. HO-Nor 0
i NHay noo MRy

R=H or COCH;

Slika 2  Hemijska struktura hitozana
Figure 2 Chemical structure of chitosan

2. Karakteristike hitozana

2.1 Fizickohemijske karakteristike hitozana

Na sobnoj temperaturi hitozani su semikristalni polimeri koji pokazuju
polimorfizam (6). Kao vecina polisaharida koji imaju izrazenu sposobnost obrazovanja
vodoni¢nih veza, zagrevanjem se razgraduju pre nego Sto poc¢nu da se tope (7).

Rastvorljivost hitozana u vodi zavisi od njihove molekulske mase i stepena
deacetilacije, pa su oligohitozani molekulske mase 2 — 3 kDa lako rastvorni u vodi ¢ak i
pri neutralnoj pH vrednosti (8), dok su hitozani ve¢ih molekulskih masa kao katjonski
polisaharidi, ¢ija se pKa vrednost obi¢no kre¢e u granicama od 6,2 do 7,0, prakticno
nerastvorni u vodi, fizioloSkim uslovima (pH 7,4) i visim pH vrednostima (4,9). Sa
dodatkom kiselina povecava se rastvorljivost hitozana usled protonovanja slobodnih —
NH, grupa na polozaju C-2 glukozaminskih jedinica. Stepen deacetilacije u direktnoj je
vezi sa brojem slobodnih —NH; grupa, pa indirektno uti¢e na rastvorljivost hitozana.
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Tako su hitozani sa stepenom deacetilacije oko 40 % rastvorljivi u vodenim
medijumima pH vrednosti do 9,0, dok se hitozani stepena deacetilacije oko 85 %
rastvaraju u medijumima pH vrednosti do 6,5 (9). Jonska jad¢ina medijuma, odnosno
prisustvo elektrolita, takode ima veliki uticaj na rastvorljivost hitozana. U odsustvu
elektrolita, lanci hitozana su maksimalno izduzeni usled repulzije pozitivno
naelektrisanih grupa monomernih jedinica, dok se u prisustvu elektrolita repulzija
smanjuje, dolazi do uvijanja lanaca hitozana i efekta isoljavanja, odnosno talozenja
hitozana (9, 10).

Niska rastvorljivost hitozana pri pH vrednostima iznad pKa, osnovni je faktor koji
ograni¢ava njihovu primenu, naroCito kada se koriste u cilju poboljSanja
resorpcije/apsorpcije lekovitih supstanci preko sluzokoza (mukoznih membrana).

Viskozitet rastvora hitozana je jo$ jedna osobina koju je neophodno razmotriti
prilikom njihove biomedicinske primene. Na viskozitet rastvora hitozana, pored
koncentracije, uti€u i molekulska masa hitozana, jonska jafina, pH vrednost i
temperatura. Sa porastom molekulske mase hitozana raste viskozitet njihovih rastvora,
te je pored dobre rastvorljivosti u vodi, nizak viskozitet jo§ jedna prednost oligohitozana
u odnosu na hitozane velike molekulske mase (8). Viskozitet rastvora hitozana raste i sa
porastom stepena deacetilacije. Sa povecanjem stepena deacetilacije raste i1 broj
slobodnih —NH, grupa, §to dovodi do konformacionih promena, odnosno istezanja
lanaca polimera usled repulzije protonovanih —NH; grupa, a time i porasta viskoziteta
(9). Suprotno, povecanje temperature i pH vrednosti imaju za posledicu smanjenje
viskoziteta rastvora hitozana (4,10).

Zahvaljujué¢i slobodnim —NH, grupama u strukturi hitozana, ovi polimeri
poseduju sposobnost gradenja kompleksa sa jonima metala. Sposobnost kompleksiranja
jona metala zavisi od fizickog stanja hitozana, stepena deacetilacije, distribucije
slobodnih —NH; grupa, pH vrednosti okolnog medijuma, vrste i sadrzaja katjona (4).
Uzimajuéi u obzir da su u mehanizam kompleksiranja uklju¢ene —NH, grupe,
sposobnost kompleksiranja jona metala raste sa porastom stepena deacetilacije, odnosno
sa porastom slobodnih —NH, grupa. Oligohitozani gradeni od najmanje 6 monomernih
jedinica takode poseduju ovo svojstvo. Afinitet hitozana za dvo- i trovalentne jone
metala iz njihovih hloridnih soli opada prema slede¢em redosledu: Cu*" >> Hg”" > Zn*"
> Cd*" > Ni*" > Co*" ~ Ca*" > Nd*" > Cr’" ~ Pr’" (6).

Kao polikatjoni, hitozani mogu da stupaju u elektrostaticku interakciju sa
suprotno naelektrisanim jonima, poput anjonskih surfaktanata (npr. natrijum-
dodecilsulfat) i polianjonima tipa karboksimetilceluloze, pektina, heparina, ksantana,
karagena, hijalouronana, dekstran-sulfata, hondroitin-sulfata 1 natrijum-alginata
(4,6,11,12) grade¢i tzv. polielektrolitne komplekse (13).
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2.2 Bioloske karakteristike hitozana

Mukoadhezivnost kao sposobnost vezivanja za bioloSke membrane prekrivene
mukusom je najznacajnije bioloSko svojstvo hitozana. U sastav mukusa ulazi
glikoprotein mucin, ¢ije negativno naelektrisanje potice od ostataka sijalinske kiseline.
Kada se hitozani nadu u kiseloj sredini (npr. zeludac), dolazi do protonovanja
slobodnih —NH, grupa, §to im omogucava da stupaju u elektrostaticku interakciju sa
negativno naelektrisanim sluzokozama. Sa porastom stepena deacetilacije raste i broj
slobodnih -NH; grupa koje mogu biti protonovane, a time i mukoadhezivnost (14,15). I
molekulska masa hitozana ima uticaj na mukoadhezivnost, pa je tako kod hitozana vece
molekulske mase (oko 1400 kDa) ovo svojstvo izrazenije u odnosu na hitozane male
molekulske mase (500 do 800 kDa) (1,16). Ovo se moze objasniti uticajem molekulske
mase na viskozitet, jer hitozani ve¢e molekulske mase obrazuju viskoznije rastvore koji
bolje adheriraju na sluzokozu i imaju duze vreme zadrzavanja. Pored naelektrisanja i
molekulske mase, na mukoadhezivnost hitozana znacajno uti¢e i mogucnost gradenja
vodoni¢nih veza (17), fleksibilnost polimernih lanaca (14), kao i odgovarajuca
povrsinska energija koja favorizuje adheziju hitozana za povrSinu mukoznih membrana
(18).

Hipoholesterolemi¢no delovanje. Hipoholesterolemi¢no delovanje hitozana je
jedan od osnovnih razloga za njihovu komercijalizaciju na globalnom trzistu. Medutim,
kada se govori o hipoholesterolemi¢nom delovanju hitozana, potrebno je praviti razliku
izmedu efekata koji su zabeleZeni u studijama sprovedenim na humanim dobrovoljcima
i zivotinjama. Naime, aktivnost hitozana kod razli¢itih zivotinjskih vrsta i coveka se
bitno razlikuje, a time i1 sposobnost hitozana da nakon per os primene ostvari ovo
delovanje (3). Prva studija kojom je potvrden hipoholesterolemi¢ni efekat hitozana kod
odraslih muskaraca, sprovedena je 1993. godine. Rezultati su pokazali da nakon dve
nedelje unosenja keksa sa hitozanom (3 g/dnevno tokom prve nedelje, 6 g/dnevno
tokom druge nedelje) dolazi do smanjenja ukupnog serumskog holesterola sa 189 mg/dl
na 177 mg/dl, uz istovremeno povecanje serumskog HDL holesterola sa 51 mg/dl na 56
mg/dl, u odnosu na kontrolni period tokom koga su ispitanici unosili keks bez hitozana
(19).

Predlozeno je nekoliko mehanizama kojima se objasnjava hipoholesterolemi¢no
delovanje hitozana. Najznacajniji mehanizam je zasnovan na interakciji hitozana sa
zuénim kiselinama 1 spontanom formiranju nerastvornih soli koje se hidrofobnim
interakcijima vezuju za holesterol i lipide ¢ime se otezava njihovo varenje. Interakcija
hitozana sa anjonskim surfaktantima (lipazama, Zu¢nim kiselinama) odvija se preko
slobodnih —NH, grupa, primarnih i sekundarnih —OH grupa na polozajima C-3 i C-6,
redom (20). Osim toga, nakon vezivanja za hitozan Zucne kiseline gube sposobnost da
kao povrsinski aktivne materije obrazuju emulzije neophodne za varenje lipida (21).
Utvrdeno je da u in vitro uslovima hitozan predstavlja nespecifi¢an supstrat za brojne
lipaze, pa se pretpostavlja da kao alternativni supstrat za lipaze smanjuje razgradnju
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lipida posredovanu ovim enzimima (3). Jedan od moguc¢ih mehanizama koji objasnjava
hipoholesterolemi¢no delovanje hitozana je njihova adsorpcija na povrSinu
emulgovanih masti i obrazovanje zastitnog omotaca koji otezava pristup lipazama (22).

Hemostaticko delovanje. lako je hemostati¢no delovanje hitozana potvrdeno
brojnim in vitro i in vivo studijama, jo§ uvek ne postoji dovoljno preciznih podataka o
mehanizmu njihovog delovanja. Vec¢i broj sprovednih istrazivanja ukazuje da hitozani i
hitin ovo delovanje ostvaruju posredno, preko trombocita, pojacavajuéi sintezu faktora
njihovog rasta (3). Medutim, hemostatsko delovanje hitozana je izraZenije od hitina,
koji ima veci uticaj na agregaciju trombocita nego hitozani. Ovo upucuje na zakljucak
da stimulacija rasta trombocita, a time i njihove agregacije, nije jedini mehanizam
delovanja hitozana na zaustavljanje krvarenja, nego najverovatnije hitozani imaju uticaj
1 na agregaciju eritrocita (23). Interakcija hitozana kao polikatjona sa eritrocitima je
posledica elektrostatickog privlacenja protonovanih —NH, grupa hitozana i negativno
naelektrisanih membrana eritrocita (24).

Antimikrobno delovanje. Hitozani poseduju Sirok spektar antimikrobnog
delovanja koje ukljuc¢uje gram-pozitivne, gram-negativne bakterije i gljivice. Generalno,
bakterije su neSto manje osetljive na dejstvo hitozana u odnosu na gljivice.
Antifungalno dejstvo hitozana je zasnovano na supresiji sporulacije i germinacije spora
(25). U literaturi su opisani brojni mehanizmi na kojima se zasniva antibakterijsko
delovanje hitozana, a koji zavise od grade mikroorganizama (26). Jedan od najbolje
istraZzenih mehanizama zasnovan je na interakciji hitozana sa negativno naelektrisanim
grupama strukturnth molekula lociranih na povrSini celija mikroorganizama
(lipopolisaharidi i proteini) (26). Na taj na¢in dolazi do formiranja omotaca koji otezava
ulazak supstanci iz okruZenja u ¢eliju (20). Sa porastom broja slobodnih —NH, grupa i
ukupnog pozitivnog naelektrisanja hitozana, raste njegovo antimikrobno delovanje, $to
je u skladu sa predlozenim mehanizmom delovanja (26,27). Drugi predlozeni
mehanizam odnosi se na inhibiciju sinteze RNK i proteina nakon permeacije u jedro
¢elije, a ogranicen je na hitozane male molekulske mase (oligohitozani). Antibakterijsko
delovanje hitozana moze se pripisati i heliranju jona metala koji su neophodni za
normalan ¢elijski rast (28).

OlakSavanje resorpcije supstanci kroz ¢elijske membrane i humani intestinalni
epitel je jo§ jedno biolosko svojstvo hitozana zasnovano na njegovoj polikatjonskoj
prirodi. Ono je najverovatnije posledica interakcije hitozana sa ¢elijskom membranom i
strukturne reorganizacije proteina koji ucestvuju u formiranju tesnih meducelijskih veza
(17,29). Pokazano je da sa porastom molekulske mase i stepena deacetilacije hitozana
raste njihova sposobnost da poboljSaju permeabilnost epitela (30).

Lokalno analgeticko delovanje. Lokalno analgeticko delovanje hitozana vezuje
se za njihovu baznu prirodu i sposobnost vezivanja protona koji se oslobadaju u
podru¢ju zahvacenim inflamatornim procesom (23). Time se moZe objasniti jace
analgeticko delovanje hitozana u odnosu na hitin, njihov prekursor sa manje izrazenim
baznim osobinama, odnosno slabijom sposobnosti za vezivanje protona nakupljenih u
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inflamacijom zahvac¢enom podru¢ju (20,23). Odredene studije ukazuju na lokalni
analgeticki, umirujuéi 1 hlade¢i efekat hitozana nakon primene na kozu zahvacenu
ulceracijama, opekotinama i mehanickim ostec¢enjima (31,32).

Antitumorsko delovanje. lako antitumorsko delovanje hitozana nije dovoljno
istrazeno, pojedini istrazivaci ukazuju da je ono posledica imunostimulis¢eg delovanja
(20,33). Posebno je ispitivano antitumorsko delovanje oligohitozana in vitro, koje je
posledica stimulacije makrofaga i produkcije limfokina aktivacijom limfocita (34-36).
lako vecina studija ukazuje na postojanje uticaja molekulske mase na antitumorsko
delovanje oligohitozana in vivo, podaci o nacinu na koji se menja antitumorsko
delovanje sa promenom molekulske mase su kontradiktorni (37).

Antioksidativno delovanje. Antioksidativno delovanje hitozana se pripisuje
sposobnosti ,,hvatanja” slobodnih radikala (hidroksil, superoksid i alkil radikala) i
heliranja jona metala (jon gvozda), eliminiSu¢i njihovu prooksidativnu aktivnost
(38,39).

Veza izmedu najznacajnijih bioloskih svojstava hitozana i njegovih strukturnih
karakteristika predstavljena je u Tabeli I.

Tabela I Veza izmedu bioloskih svojstava hitozana i njihovih karakteristika (20)
Table I Relationship between chitosans biological properties and their characteristics (20)

Karakteristike hitozana koje imaju uticaj na njegova bioloska

AT - svojstva
RN Stepen Distribucija .
Mr . Viskozitet
deacetilacije — NH, grupa

Biodegradabilnost + - + +
Biokompatibilnost + - - -
Mukoadhezivnost + + - -
Hemostaticno delovanje + + - -
Lokalno analgeticko delovanje - + - -
Pojacavanje resorpcije + + - -
Antimikrobno delovanje + + - -
Hipoholpsterolemiéno + i _ +
delovanje

Antioksidanntno delovanje + + - -
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2.3 Biodegradabilnost hitozana i regulatorni aspekt

Hitozan je biokompatibilan 1 biodegradabilan polimer u ¢ijoj biodegradaciji
ucestvuju enzimi poput lizozima, di-N-acetilhitobiaze, N-acetil-B-D-glukozaminidaze i
hitiotrizidaze koji su prisutni u mukoznim i drugim fizioloSkim tecnostima (40).
Hitozani i1 njihovi degradacioni proizvodi mogu da izazovu aktivaciju humanih
makrofaga i proliferaciju limfocita, ali bez prate¢e zapaljenjske reakcije (40), pri cemu
brzina degradacije hitozana in vivo raste sa porastom stepena deacetilacije (41).

Toksikoloskim studijama je potvrdeno da toksicnost hitozana zavisi od puta
primene, pa se nakon subkutane primene prvi znaci citotoksi¢nosti kod zeCeva i pasa
javljaju nakon primene doza u opsegu 5 — 50 mg/kg/dnevno (42,43), dok se nakon per
os primene prvi klini¢ki znaci trovanja kod miseva i pacova javljaju tek nakon unosenja
5 — 15 g/kg/dnevno (44). Per os unoSenje dnevne doze hitozana od 6,75 g kod zdravih
dobrovoljaca nije dovelo do vidljivih znakova intoksikacije (45). Nakon primene na
kozi hitozan ne ispoljava iritantno delovanje, ¢ak ni ukoliko je koza oStec¢ena, niti
izaziva alergijske reakcije (1).

Upotreba hitozana kao dodatka ishrani odobrena je u mnogim evropskim,
ameriCkim i azijskim zemljama (SAD, Finska, Italija, J. Koreja, Japan i dr.) (9,20).
Najcesce je re¢ o dodacima ishrani sa hitozanom ¢ija se primena preporucuje u cilju
smanjenja telesne mase (Chitosan Plus, Chitosan LipoSan Ultra 250, Vitacost Chitosan i
dr.), iako o tom efektu hitozana postoje opre¢na nauéna misljenja. EFSA' je usvojila
zdravstvenu izjavu kojom se potvrduje uticaj hitozana na odrzavanje normalnog nivoa
LDL holesterola, a koji se postize prilikom unosa 3 g hitozana dnevno. Medutim, ovo
regulatorno telo nije potvrdilo zdravstvenu izjavu kojom se hitozan dovodi u vezu sa
smanjenjem telesne mase (46). FDA’ je odobrila primenu dodataka ishrani i
medicinskih sredstva na bazi hitozana namenjenih za ubrzano zarastanje rana (Tabela
IT) (40,47-49), a od 2002. godine so hitozana, hitozan-hidrohlorid u zemljama Evropske
unije ima farmakopejski status (50). Dodeljivanje GRAS’ statusa hitozanu dodatno
otezava njegova strukturna raznolikost (stepen deacetilacije 1 molekulska masa) koja
moze uticati na njegovu biodistribuciju, in vivo 1 in vitro toksi¢nost (51). Zbog ovoga su
sve ceS¢i zahtevi da studije toksi¢nosti prate detaljni podaci o strukturi hitozana na koji
se odnose.

3. Derivati hitozana

Hemijska derivatizacija hitozana primenjuje se sa ciljem prilagodavanja osobina
(rastvorljivost, hidrofilnost, reaktivnost i dr.) ovog polimera potencijalnoj primeni.

" European Food Safety Authority (Evropska uprava za bezbednost hrane)
2 US Food and Drug Administration (Ameri¢ka agencija za hranu i lekove)
3 Generally Recognized As Safe (generalno prihvatljivi kao bezbedni)
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Derivatizacija se najcesce vrsi specificnim reakcijama u kojima ucestvuje —NH, grupa
na polozaju C-2 ili nespecifi¢nim reakcijama —OH grupa na polozajima C-2 i C-3. Od
hemijskih reakcija u kojima ucestvuje —NH, grupa, najzastupljenije su reakcije
kvaternerizacije ove grupe i reakcije sa —HCO grupama, dok se —OH grupe najcesce
modifikuju reakcijama eterifikacije i esterifikacije (6).

Karboksimetilhitozani. U reakciji karboksilacije hitozana, zavisno od uslova,
mogu ucestvovati pojedinaéno —NH, grupe, —OH grupe, odnosno i -NH; i —OH grupe
istovremeno, pa se karboksimetilhitozani dele na N-karboksimetilhitozane, O-
karboksimetilhitozane i N,O-karboksimetilhitozane (52). N-karboksimetilhitozan spada
u najznacajnije derivate hitozana. To je amfoterni polimer pH-zavisne rastvorljivosti,
koji nastaje u reakciji hitozana sa glioksilnom kiselinom u prisustvu redukujuéeg agensa
(6,53).

N-karboksimetilhitozan ima geliraju¢u sposobnost i sposobnost formiranja filma,
stvara prijatan osecaj na kozi, omekSava, vlazi 1 §titi kozu od spoljaSnjih uticaja, na
¢emu se najcesce zasniva njegova primena u kozmetickim proizvodima (Aquatrix [1™,
Maximum Moisture Complex® i dr.) (3). Zahvaljujuéi antibakterijskom dejstvu 1
moguénosti korekcije pH vrednosti (slaba baza), ovaj derivat hitozana ima odredeni
doprinos u prevenciji karijesa, pa se koristi 1 u proizvodima za oralnu higijenu (Aloe
Fresh® Whitening, Aloe Fresh® Sensitive, Aloement” Mouthwash i dr.).

Kvartenerni hitozani. Najznacajniji predstavnik ove grupe derivata hitozana je
N, N, N-trimetilhitozan (trimetilhitozan amonijum). Dobija se kvarternerizacijom
hitozana sa metiljodidom pod kontrolisanim uslovima u prisustvu natrijum-hidroksida
(54). Osnovna prednost ovih derivata u odnosu na hitozan je njihova rastvorljivost u
vodi. Poseduju dobra antistati¢ka svojstva, koriste se kao antiflokulanti, a zahvaljujuci
izrazenoj katjonskoj prirodi intenzivno se ispituje mogucénost primene kvarternernih
hitozana u genskoj terapiji (3,6,55).

Sulfonovani hitozani. Sli¢no karboksilaciji i sulfatacija hitozana se moze odvijati
preko —-NH, grupe, —OH grupe, odnosno i -NH, i -OH grupe istovremeno, na osnovu
cega se sulfonovani hitozani mogu klasifikovati na: N-sulfonovane hitozane, O-
sulfonovane hitozane i N, O-sulfonovane hitozane (6,56). Ispitana je i potvrdena
sposobnost ovih derivata hitozana da adsorbuju jone metala, kao 1 njihovo
antimikrobnno i antikoagulantno delovanje (56).

Alkilovani hitozani. Specificnost ovih derivata hitozana ogleda se u njihovoj
amfifilnoj prirodi. Alkilovani hitozani rastvorni u kiseloj sredini (pH < 6) pokazuju
povrSinsku aktivnost, obrazuju viskozne rastvore, a pod odgovaraju¢im uslovima
(koncentracija, pH vrednost, prisustvo soli) formiraju gelove. Njihova prednost ogleda
se u moguénosti kombinovanja sa nejonskim i katjonskim surfaktantima (6).

Kopolimeri hitozana. Kopolimeri hitozana dobijaju se najeS¢e postupkom
»graftovanja” odnosno boc¢nog vezivanja molekula za osnovni lanac polimera.
,Qraftovanje” hitozana se postize u prisustvu slobodnih radikala, vy-zraCenja,
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cerijumovih jona i enzima (3,57). Osobine ovih kopolimera zavise od strukturnih
karakteristika prekurzora (hitozana), broja, strukture i rasporeda bo¢nih lanaca. Predmet
su brojinih istrazivanja u oblasti farmacije/biomedicine (zarastanje rana, tkivno
inZenjerstvo, napredni nosaci lekova, antimikrobna sredstva i dr.) (57).

4. Farmaceutska/biomedicinska primena hitozana

4.1 Nosaci lekovite supstance na bazi hitozana

Izborom hitozana odgovaraju¢ih karakteristika za izradu nosaca lekovite
supstance sa modifikovanim oslobadanjem moguce je poboljSati njihovu terapijsku
efikasnost i komplijansu. Tokom protekle dve decenije intenzivno se istrazuje
mogucnost primene hitozana za izradu koloidnih nosaca lekovitih supstanci (micele,
liposomi, dendrimeri, mikro- i nanocestice) (2,40). Osim za modifikovano oslobadanje,
koloidni nosaci na bazi hitozana koriste se za postizanje zaStite inkapsulirane lekovite
supstance od nepovoljnog delovanja okruzenja u in vivo uslovima i povecanja bioloske
raspolozivosti zahvaljujuéi mukoadhezivnosti hitozana i poboljSanju transmukozne
resorpcije (40).

Izrada koloidnih nosac¢a na bazi hitozana najcesce je zasnovana na:

¢ polikatjonskoj prirodi hitozana i moguénosti da stupaju u elektrostaticke

interakcije sa anjonima male (tripolifosfat, pirofosfat, tetrapolifosfat,
oktapolifosfat, heksametafosfat) 1 velike molekulske mase gradeci
polielektrolitne komplekse (alginat, karagen, ksantan, karboksimetilceluloza,
hijalurnoska kiselina, kopolimeri etilakrilata 1 metakrilne kiseline, proteini i
molekuli DNK) i

¢ na formiranju kovalentnih veza sa sredstvima za umrezavanje (glutaraldehid i

genipin) (6,40,58-60).

Medu najvise ispitivanim koloidnim nosa¢ima na bazi hitozana su alginat-hitozan,
hitozan-tripolifosfat, hitozan-genipin i1 hitozan-glutaraldehid mikro- i nanocestice. Ovi
nosaci su namenjeni za razliCite puteve primene ukljucujuci peroralni, transdermalni,
oftalmoloski, parenteralni, vaginalni, bukalni 1 nazalni (2,20,61). OpseZna istrazivanja
sprovedena su sa ciljem da se ispitaju mogucnost i prednosti inkapsulacije citotoksi¢nih
lekova (doksorubicin, 5-fluorouracil, paklitaksel i dr), antigena (vakcina protiv
influence, pertusisa, difterije i dr.), gena, proteina (govedi serumski albumin) i peptida
(insulin, buserelin, kalcitonin i dr.) u koloidne nosace na bazi hitozana (40).

4.2 Preparati/sredstva za zarastanje rana na bazi hitozana

Zarastanje rana je sloZen proces koji obuhvata simultani odgovor razli¢itih vrsta
¢elija 1 faktora rasta, sa ciljem da se postigne brza regeneracija strukture i funkcije
ostecene koZze. Idealno sredstvo za zarastanje rana treba da pomogne u zaustavljanju
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krvarenja, zastiti oSteCenu kozu od mikroorganizama 1 iritanasa iz okruzenja, obezbedi
razmenu gasova, stimuliSe faktore rasta, adsorbuje eksudate istovremeno sprecavajuci
da dode do preteranog isuSivanja (62). Potrebno je da poseduje i zadovoljavajucu
fleksibilnost, postojanost i sposobnost adheriranja za kozu (63).

Hitozani poseduju brojna bioloska svojstva zbog kojih ulaze u sastav
komercijalno dostupnih medicinskih sredstava za zarastanje rana, od kojih su neka
registrovana i u Srbiji (Tabela II): stimuliSu proliferaciju celija i obnavljanje tkiva,
pokazuju hemostatsko delovanje te pomazu u zaustavljanju krvarenja 1 blokiraju nervne
zavrSetke ublazavajuéi osecaj bola. Postepeno se razgraduju stvarajué¢i N-acetil-B-D-
glukozamin koji stimuliSe proliferaciju fibroblasta, sintezu hijaluronske kiseline na
mestu oSte¢enja i pomaze u nakupljanju kolagena (64).

Tabela II Pregled komercijalno dostupnih medicinskih sredstava za zarastanje rana na bazi
hitozana i njegovih derivata

Table I  An overview of commercialy avaliable wound dressing devices based on chitosan and
its derivatives

Zasticeno ime

T Prozvodac Aktivni sastojak
Chitodine® IMS Hitozan/jod
ChitoFlex® Hemostatic dressing’ HemCon Medical Technologies Hitozan-acetat
ChitoPack®™C Eisai Co. Hitozan-acetat
ChitoSeal®™" Abbott Vascular Devices Hitozan
Clo-Sur® PAD'? Scion Cardio-Vascular Hitozan
HemCon® Bandage'” HemCon Medical Technologies Hitozan-acetat
TraumaDEX" Medafor
Traumastat™’ Ore-Medix Hitozgn/porozni silicijum-

dioksid
Vulnsorb® Tesla Hitozan/kolagen
Odobreni od FDA

Nalaze se na spisku medicinskih sredstava registrovanih u R. Srbiji
(izvor: Agencija za lekove i medicinska sredstva Srbije)

Zahvaljuju¢i ovakvom delovanju hitozan ubrzava zarastanje rane i spreCava
pojavu oziljka (65). U sredstvima za zarastanje rana hitozani i njihovi derivati se
najces¢e nalaze u obliku fibroznih i sunderastih (spuzvastih) materijala, hidrogelova,
membrana i filmova. Fibrozni materijali na bazi hitozana su postojani, biokompatibilni,
netoksi¢ni, dobro apsorbuju tecnosti i pokazuju antimikrobno delovanje. Membrane na
bazi hitozana i kolagena poseduju dobru antimikrobnu aktivnost, ubrzavaju zarastanje
rana podstic¢uc¢i migraciju i proliferaciju ¢elija. Hidrogelovi hitozana deluju okluzivno
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stimuliSué¢i kontrakciju na ozledenom mestu, ali su istovremeno propustljivi za vlagu,
spreavajuc¢i preterano nakupljanje eksudata. Membrane na bazi hitozana najceSce
sadrze 1 dodatni polimer poput alginata, hijaluronske kiseline, polietilenglikol diakrilata,
polivinilalkohola i dr. (64).

4.3 Primena hitozana u tkivnom inZenjerstvu

Osnovna strategija tkivnog inZenjerstva zasnovana je na obnavljanju oStec¢enog ili
patoloski izmenjenog tkiva transplantacijom c¢elija inkorporiranih u potporne mreze sa
bioloski aktivnim sredstvima koja podsticu rast transplantiranih ¢elija (66,67). Veliki
potencijal hitozana za primenu u oblasti tkivnog inZenjerstva zasnovan je na njihovoj
biodegradabilnosti, biokompatibilnosti, antibakterijskom delovanju, a posebno na
geliraju¢im sposobnostima, poroznosti i lako¢i oblikovanja gelova (67,68). Porozni
matriksi na bazi hitozana dobijaju se najceS¢e jednostavnim postupkom liofilizacije
rastvora hitozan-acetata izlivenih u kalupe odgovarajuce veli¢ine i oblika (69).
Poroznost nastalih gelova od znacaja je ne samo za inkorporiranje ¢elija, nego i za
lakocu 1 nacin na koji se odvija ¢elijska migracija (66). Histoloskim istrazivanjima je
potvrden minimalni inflamatorni potencijal mreZza na bazi hitozana, kao 1 nizak
imunoloski potencijal (3). Utvrdeno je da se mehanicka stabilnost ovih matriksa, lako¢a
sa kojom ¢celije adheriraju na njih i brzina celijskog rasta povecavaju sa porastom
stepena deacetilacije (70). Poboljsanje mehani¢kih svojstava i bioloske aktivnosti
moguce je posti¢i 1 hemijskom derivatizacijom hitozana, a naroCito izmenama na
primarnoj —NH, grupi (71). Uzimajué¢i u obzir gotovo neograni¢enu moguénost
hemijske derivatizacije hitozana, potencijal ovih mreza za primenu u tkivhom
inzenjerstvu je izuzetan. Posebno se istrazuje mogucénost primene hitozana i njegovih
derivata za obnavljanje koStanog i nervnog tkiva, tkiva jetre 1 hrskavice (3,49,67,71).

5. Zakljucak

Specifi¢na polikatjonska priroda, biodegradabilnost 1 biokompatibilnost hitozana su
osnovna svojstva na kojima se zasniva njihov veliki potencijal za primenu u oblasti
biomedicine 1 farmacije. Posebnu paznju privla¢i mukoadhezivnost, hemostaticno i
antimikrobno delovanje hitozana, §to je od znacaja za njihovu primenu za ubrzano
zarastanje rana i obnavljanje tkiva. Velikom interesovanju za hitozane doprinosi
strukturna raznovrsnost u pogledu stepena deacetilacije i molekulske mase, ali i
mogucénost hemijske derivatizacije 1 dobijanje iz hitina, drugog gradivnog polisaharida
po zastupljenosti u prirodi.

Zahvaljuju¢i geliraju¢oj sposobnosti, mogucnosti umrezavanja 1 gradenja
reverzibilnih polielektrolitnih kompleksa, intenzivno se ispituje mogucénost primene
hitozana za izradu koloidnih nosaca sa modifikovanim oslobadanjem lekovite
supstance. Posebnu paznju hitozani privlace u oblasti tkivnog inzenjerstva zahvaljujuci
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mogucénosti obrazovanja biokompatibilnih trodimenzionalnih mreza, €iji je porozitet i
brzinu degradacije u in vivo uslovima moguce kontrolisati.

Siru primenu hitozana trenutno ogranicava nereSen regulatorni status, jer njihova

strukturna raznovrsnost ima za posledicu razlike u biodistribuciji, biodegradaciji i
toksikoloskim profilima, Sto znaCajno otezava dobijanje GRAS statusa. U toku su
brojne toksikoloske studije, kojima se detaljno proucavaju mehanizmi delovanja i
ispituje bezbednost hitozana u cilju ispunjavanja regulatornih zahteva.
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Summary

Chitosans are binary linear heteropolysaccharides derived from chitin by its partial
deacetylation.

Due to unique cationic nature these biopolymers have enormous potential in pharmacy
and biomedicine. This potential is improved by their chemical versatility (molecular mass and
degree of deacetylation) and possibility of chemical derivatisation.

Numerous biological activities of chitosans such as mucoadhesivity, hemostatic,
hypocholesterolemic and antimicrobial activity are based on their specific polycationic nature.

Gel-forming, cross-linking and polyelectrolyte complex forming ability make chitosans
suitable for design of colloidal drug delivery systems, such as dendrimers, liposomes, micelles,
micro- and nanoparticles.

Chitosans as well as their derivates are used in commercially available wound dressings
due to their hemostatic activity and ability to stimulate cell proliferation, tissue regeneration
process and mild local analgesic effect.

The use of chitosans as dietary supplements has been approved in many countries since
their effect on maintenance of normal blood LDL cholesterol concentrations has been
confirmed.

Chitosan derivatives, such as N-carboxymethyl chitosan are commonly used in cosmetics,
due to their gel and film forming ability, pleasant, hydrating, softening, and protecting effect on
skin.

There is a special interest for use of chitosans in tissue engineering due to their ability to
form biocompatible porous tridimensional gel networks, whose porosity and in vivo degradation
can be controlled.

Lack of registered chitosan based products is a consequence of its unsolved regulatory
status. Namely, its chemical versatility may affect biodistribution, biodegradation and
toxicological profiles, thus making regulatory approval of chitosans as GRAS materials quite
difficult.

Keywords: chitosan, chitin, polycation, pharmaceutical/biomedical preparations
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Antiproliferativna aktivnost mesovito-
ligandnih Cu (II) kompleksa sa pendantnim
oktaazamakrociklom in vitro
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Kratak sadrzaj

Cetiri katjonska megovito-ligandna kompleksa Cu(Il) sa N,N’,N’*,N***-tetrakis(2-
piridilmetil)-1,4,8,11-tetraaza-ciklotetradekanom i alifaticnim dikarboksilatima: ¢ilibarnom,
glutarnom, adipinskom i sebacinskom kiselinom su ispitivani na humanim malignim ¢elijskim
linijjama: cervikalnog adenokarcinoma (HeLa), melanoma (Fem-X), estrogen pozitivhog
karcinoma dojke (MCF-7) i akutne monocitne leukemjie (THP1). Uporedo su testirani i sami
ligandi, proste soli i rastvaraci. Metabolicka aktivnost ¢elija je odredena MTS testom. Svi
ispitivani kompleksi su pokazali citotoksi¢ni efekat prema testiranim ¢elijskim linijama, dok su
slobodni ligandi, Cu(II) so i rastvara¢ (koji su koriS¢eni kao kontrolni) pod istim uslovima, bili
neaktivni. Sa poveéanjem broja —CH,— grupa homologog niza alifati¢nih dikarboksilato
liganada dolazi i do povecane citotoksi¢nosti kompleksa. Najveci citotoksicni efekat su pokazali
makrociklicni Cu(Il) kompleksi sa glutarato, adipato i sebacinato ligandima prema MCF-7, a
najslabiji prema HeLa celijama. Najvec¢i antiproliferativni efekat pokazuje kompleks sa
sebacinato ligandom prema svim testiranim linijama tumorskih c¢elija u primenjenim
koncentracijama od 100 i 200 uM, a najvise prema HeLa ¢elijama.

Kljucne reci: citotoksi¢nost, Cu(Il)-kompleksi, pendantni oktaazamakrocikli.
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Uvod

Makrocikli¢ni ligandi, derivati ciklama, koordinacijom sa metalnim jonima grade
stabilne komplekse razli¢itih struktura, katalitickih, redoks i dr. osobina. Neki od njih se
koriste kao modeli za aktivne centre metaloenzima, potencijalno su bioaktivni, mogu
biti lekovi, katalizatori ili su novi materijali sa posebnim elektricnim i magnetnim
osobinama. U ovoj oblasti zanimljiv je tpmc [1], multidonorni oktaazamakrocikli¢ni
ligand, potpuno N-substituisan ciklam pendantnim 2-piridilmetil grupama, N,N',N",N""-
tetrakis(2-piridilmetil)-1,4,8,11-tetraazaciklotetradekan (Shema 1), koji sa prelaznim
metalima gradi mono-, di- odnosno tetranuklearne komplekse. Metalni centri vezani za
tpme, egzo ili endo, mogu biti ili premos¢eni dodatnim ligandom ili su oni vezani u
trans polozaju (po jedan za svaki metalni jon). Posto poseduje veliku pokretljivost
molekula, tpme se kao i drugi azamakrocikli prilagodava veli¢ini metalnog jona i1 vezuje
metala raznovrsnih koordinacionih brojeva i geometrija. Kako su joni Co(Il) 1 Cu(Il)
bioelementi, njihovi kompleksi, takode, imaju veliki znacaj.

N N
/| m /|

X N N X

N v | =

N

\

Shema 1 N,N’,N’,N**’-tetrakis(2-piridilmetil)-1,4,8,11-tetraaza-ciklotetradekan
(tpmc)
Scheme 1 N, N, N, N'"-tetrakis (2-pyridylmethyl) -1,4,8,11 —

tetraazacyclotetradecane (tpmc)

Makrocikliéni ligandi su predmet brojnih istraZzivanja o moguénosti njihove
primene u dijagnostici 1 leCenju raznih bolesti. Konjugati specifi¢nih antitela sa
makrocikliénim kompleksima koji imaju radioaktivni metalni jon (**Cu(Il) (t,,=12,8 h),
7Cu(ID) (t;,= 61,5 h), "'In(t;,=2.83 dana), *’Y(t;,=64 h) i dr.) [2-5] potencijalno se
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mogu upotrebiti za detekciju tumora i u rendgenoimuno terapiji. Konjugat sa tumornom
¢elijom uglavnom gradi kovalentne veze pri ¢emu makrociklicni kompleks mora da
bude termodinamicki stabilan i kineticki inertan in vivo u toku nekoliko dana.

Ciklam i njegovi derivati su proucavani kao anti-tumor [6], anti-HIV 1 antiviralni
[7] agensi i pokazali su izvesnu aktivnost u sva tri slu¢aja. Jedan od znacajnih faktora
prilikom dizajniranja pojedinih vrsta lekova je njihova lipofilnost tj. moguénost
prolaska leka kroz celijsku membranu. J.W. Silbert i saradnici ispitali su dejstvo
ciklama i njegovih derivata na rast tumorske celijske linije L1210, in vitro, i moguce je
da je specificnost pri prepoznavanju kompleksa sa ciklamima od strane membrane
koreceptora proteina odredena (definisana) konfiguracijom makrocikla [6].

Kompleksi Co(II) i Mo(VI) sa makrociklima su ispitivani in vitro na ¢elijama
hroni¢ne mijelogene leukemije (K562) i tumorskoj liniji humanih promijelocita (U937)
[8]. Utvrdeno je da pokazuju visoku toksi¢nost prema K562 i relativno nisku
citotoksi¢nost prema U937 ¢elijama.

Ciklami, takode, inhibira vezivanje virusa za leukocite, vezujuéi se za korece-
ptorski protein CXCR4 na spoljnoj membrani leukocita [9]. Antivirusna aktivnost je
proporcionalna ja¢ini formirane veze. Kompleksiranjem sa jonom Zn(II) jacina
vezivanja za koreceptor raste, a takode i anti-HIV aktivnost. Koordinovanje jona Pd(II)
ima medutim, za posledicu inaktiviranje leka. Afinitet ciklama prema kompleksiranju
jona Zn(II) je prilicno velika 1 u fizioloSkim uslovima, gotovo celokupna koli¢ina leka
postoji u obliku kompleksa sa Zn(IT). Mada su kompleksi ciklama sa nekim drugim
jonima metala termodinamicki favorizovani u poredenju sa kompleksom sa Zn(Il),
gradenje kompleksa sa jonom Zn(II) je pri fizioloskim uslovima kineticki favorizovano.
Sem toga, relativno neuobicajena konfiguracija makrocikla u kompleksu sa Zn(Il) je
stabilizovana vezivanjem sa karboksilatnim bocnim nizovima koreceptora CXCR4.
Naime, karboksilatni atomi O glutamata i aspartata iz bo¢nog niza CXCR4 mogu se
koordinovati direktno za jon Zn(Il) iz kompleksa sa ciklamom, a takode mogu i da
grade vodoni¢ne veze sa —N-H grupama ciklama.

Cilj ovog rada je ispitivanje antiproliferativne aktivnosti tpmc liganda (derivata
ciklama) i kompleksa Cu(Il) sa tpmc-om i nekim dikarboksilatima kao dodatnim
ligandima kao i samih liganada, prostih soli i primenjenih rastvaraca, u in vitro
uslovima.

Eksperimentalni deo

Kompleksi [Cug(succ)(tpmc),](ClO4)s2H,0 (1), [Cus(glut)(tpmce);](ClO4)6-2H,0
(2), [Cus(adip)(tpmc);](ClO4)s 7H20 (3) i [Cua(seb)(tpmce),](ClO4)s6H,0 (4) su pripre-
mljeni 1 preciS¢eni kao $to je opisano u literaturi [10,11]. KoriS¢eni rastvaraci i reagensi
su bili Cistoce p.a.
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Priprema osnovnog rastvora i kulture Celija

Rastvori testiranih supstanci 1-4 1 kontrolnih supstanci pripremljeni su u DMSO
koncentracije 10 mM, filtrirani kroz Millipor filter (0,22 um) i razblazeni u hranljivom
medijumu do odredenih radnih koncentracija (10, 50, 100 1 200 uM). Za sve kori$¢ene
¢elije, hranljivi medijum je RPMI 1640 bez fenol crvenog, uz dodatak L-glutamina (3
mM), streptomicina (100 pg/mL), penicilina (100 IU/mL), seruma govedeg fetusa
(10%; FBS; 56 °C inaktiviran toplotom) i HEPES (25 mM), i doteran pH na 7,2
bikarbonatnim puferom.

Linija humanih malignih ¢elija cervikalnog adenokarcinoma (HeLa; American
Type Culture Collection, USA), melanoma (Fem-X; American Type Culture
Collection, USA), estrogen pozitivnog karcinoma dojke (MCF-7; American Type
Culture Collection, USA) su gajene kao monolejer u hranljivom medijumu, dok je
¢elijska linija humane akutne mono-citne leukemije (THP1; American Type Culture
Collection, USA) odrzavana kao suspenzija u istom hranljivom medijumu. Sve ove
¢elije su gajene na 37 °C u 5% CO,. Metabolicka aktivnost ¢elija odredena je MTS
testom (CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega,
Madison, USA) [12]. Celije (10’ éelija/mL) su inkubirane sa testiranim supstancama, u
mikrotitracionim plo¢ama sa 96 bazena 48 h, u finalnoj zapremini od 100 pL.
Koncentracije ispitivanih kompleksa bile su u rasponu od 10 do 200 puM. Kontrolne
¢elije su u istom vremenskom periodu, inkubirane u hranljivom medijumu. Nakon ovog
perioda, u svaki uzorak dodato je 10 pL MTS reagensa ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenill)-2-(4-sulfofenil)-2Htetrazolium). Nakon 3 h inkubacije (37 "C),
merena je absorbanca na 492 nm, CitaCem Tecan Safire 2 (Tecan, Mannedorf/Ziirich,
Switzerland). Statisticka obrada rezultata je uradena ANOVA testom.

Rezultati i diskusija

Razliciti tipovi antikancerogenih agenasa, ukljucujuéi, naravno, i farmaceutska
jedinjenja, ispitivani su na in vitro efikasnost [13-16]. U ovom radu je pokazano da
testirani, oktaazamakrociklicni Cu(II) kompleksi sa alifaticnim dikarboksilatima
[Cus(suce)(tpmc),](ClO4)s2H20, [Cug(glut)(tpmc)z](Cl04)62H20, [Cus(adip)(tpmce),]
(ClO4)¢7TH,0, [Cua(seb)(tpmce),](ClO4)6:6H,0) pokazuju citotoksi¢na svojstva, prema
testiranim Celijskim linijama: MCF-7, HeLa, Fem-X i1 THPI1, in vitro. Citotoksi¢ni
efekat testiranih kompleksa prikazan je u Tabeli 1.
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TabelaI Vrednosti opticke gustine na 492 nm za Celijske kulture inkubirane 48 h, sa

testiranom supstancom ili bez nje

Tablel  Values of optical density at 492 nm for cell culture incubated 48 h, with or

without tested substances

A. MCF-7 ¢elijska linija

kompleksi
conc. (uM) 1 2 3 4
0 0,803+0,042 0,803+0,042 0,803+0,042 0,803+0,042
10 0,874+0,030 0,791+0,040 0,753+0,022 0,881+0,032
50 0,851+0,022 0,751+0,031 0,802+0,023 0,912+0,022
100 0,822+0,014 0,653+0,012%* 0,713+0,032 0,213+0,044%**
200 0,693+0,034*  0,291+0,030%**  0,213+0,022%*%  0,182:+0,041%**
B. HelLa ¢elijska linija

kompleksi
conc. (uM) 1 2 3 4
0 0,823+0,022 0,823+0,022 0,823+0,022 0,823+0,022
10 0,801+0,050 0,802+0,031 0,623+0,012 0,390+0,031**
50 0,794+0,033 0,793+0,041 0,481+0,010* 0,383+0,021**
100 0,782+0,052 0,751+0,023 0,430+0,041* 0,194+0,022%**
200 0,651+0,032%* 0,623+0,041* 0,473+0,032* 0,222+0,021%**
C. Fem-X ¢elijska linija

kompleksi

conc. (LM) 1 2 3 4
0 0,842+0,051 0,842+0,051 0,842+0,051 0,842+0,051
10 0,833+0,032 0,751+0,042 0,793+0,021 0,783+0,032
50 0,794+0,023 0,723+0,010 0,603+0,022* 0,552+0,020*
100 0,821+0,010 0,652+0,011* 0,412+0,032%* 0,372+0,041**
200 0,773+0,032 0,551+0,011* 0,503+0,021* 0,300+0,031 ***
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D. THP-1 ¢elijska linija

kompleksi
conc. (LM) 1 2 3 4
0 0,843+0,031 0,843+0,031 0,843+0,031 0,843+0,031
10 0,832+0,031 0,701+0,041 0,72340,031 0,753+0,040
50 0,751+0,050 0,692+0,041 0,602+0,051*  0,554+0,022*
100 0,734+0,032 0,543+0,021*  0,393+0,032**  0,374+0,041**
200 0,713+0,032*  0,454+0,021** 0,2514+0,030*** 0,192+0,04 1 ***

Statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (¢elije inkubirane u hranljivom medijumu bez
supstanci): ¥*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,0001

Significantly different values from control (vehicle-treated cells) are denoted:

*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,0001

Svi testirani kompleksi ispoljili su antiproliferativnu aktivnost prema ispitivanim
¢elijskim linjjama, izuzev kompleksa 1, koji nije imao efekat na proliferaciju Fem-X
¢elija. Antiproliferativni efekat je bio statisticki znacajan u odnosu na kontrolne ¢elije,
kada su testirani kompleksi koris¢eni u koncentracijskom rasponu od 10 do 200 uM
(Tabela I). Najznacajniji efekat pokazao je kompleks 4. Svi testirani nekoordinisani
ligandi, Cu(ClO4),'6H,0 1 rastvaraci nisu pokazali antiproliferativni efekat, §to ukazuje
na to da je ispoljena aktivnost tj. spre¢avanje rasta i razmnoZavanja testiranih celija,
posledica delovanja samih kompleksa. Dobijeni rezultati ukazuju da je citotoksicni
efekat u korelaciji sa koncentracijom testiranog kompleksa. IC50 vrednosti ispitivanih
kompleksa su u rasponu od 11,53 do 175,00 uM protiv svih testiranih ¢elijskih linija
(Tabela II). Najvecu aktivnost pokazuje kompleks sa sebacinato ligandom prema HeLa
¢elijama. Ocigledno je da se citotoksi¢na aktivnost povecava od kompleksa 1, sa
sukcinato ligandom, do kompleksa 4, sa sebacinato ligandom, S§to je posledica
povecanja broja -CH,- grupa homologog niza dikarbonskih kiselina. Povecavanjem
broja metilenskih grupa povecava se i hidrofobni karakter kompleksa. To je u skladu sa
¢injenicom da su celijske membrane liposolubilne, tako da kompleks sa viSim
stepenom hidrofobnih osobina lakSe prodire u Celiju a time je i citotoksi¢ni efekat
izrazeniji. Na antiproliferativnu aktivnost kompleksa znacajno utice i helatni efekat koji
¢ini kompleks termodinamicki stabilnijim u odnosu na komplekse sa vezanim
monodentatnim ligandima 1 smanjuje mogucnost disocijacije kompleksa u primenjenom
rastvaracu. Time je i1 specificnost pri prepoznavanju kompleksa helatne strukture od
strane membrane odredena konfiguracijom makrocikla [6]. Pored ovog efekta, na
bioloSku aktivnost kompleksa znaajan uticaj ima i naelektrisanje kompleksnog jona,
priroda kontra jona, broj centralnih metalnih jona po molekulu, centralni metalni jon,
rastvorljivost, tip 1 duzina veze izmedu metala i liganada itd [17].
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Tabela II  Vrednosti IC50 (uM) ispitivanih kompleksa nakon 48 h inkubacije sa
MCF 7, HeLa, FemX i THP 1 odreden na osnovu rezultata MTS testa

Table I  1C50 (uM) for the 48 h of action of investigated compounds on the MCF 7, HeLa,
FemX and THPI cells determined by MTS test

Kompleks MCF 7 HeLa FemX THP1
I1C50 = SD*(uM)
1 >200 >200 >200 >200
2 162,50+1,83 >200 >200 >200
3 157,0042,68 175,0045,04 96,05+3,71 91,67+£2,51
4 84,64+4,19 11,53+1,15 90,1843,21 84,72+2,79

* Koncentracija ispitivanih kompleksa koja u kulturama MCF 7, HeLa, FemX i THP1
¢elija smanjuje prezivljavanje za 50%

*Concentrations of examined compounds that induced a 50% decrease in MCF 7, HelLa,
FemX and THP1 cell survival

Zakljucak

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja citotoksi¢nog efekta mesovito-ligandnih
kompleksa Cu(Il) sa pendantnim oktaazamakrociklom 1 dikarbonskim kiselinama
(¢ilibarna, glutarna, adipinska i sebacinska) prema MCF7, HelLa, Fem-X i THPI,
mozemo zakljuciti da testirani kompleksi pokazuju antikancerogeni efekat. S obzirom
da molekularni mehanizmi po kojima ispitivani azamakrocikli¢ni dikarboksilato Cu (II)
kompleksi ispoljavaju svoje antiproliferativno dejstvo, nisu poznati, u daljim
istrazivanjima paznju treba usmeriti na efekat ove grupe jedinjenja na celijski ciklus
malignih ¢elija kao 1 na programiranu ¢elijsku smrt. Takode, treba utvrditi selektivnost
ovih kompleksa u odnosu na zdrave ¢elije.
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Summary

Four cationic mixed-ligand complexes of Cu (II) with N, N, N", N'"-tetrakis (2-
pyridylmethyl) -1,4,8,11 —tetraazacyclotetradecane (tpmc) and aliphatic dicarboxylic acids:
succinic, glutaric , adipic and sebacic were investigated in vitro on the human cervix
adenocarcinoma (HeLa), human malignant melanoma (Fem-x), oestrogen-receptor-positive
human breast cancer (MCF-7) cells and the human acute monocyte leukemia cell line (THP1),
while free ligands, Cu(Il) salt and solvent (used as a controls) were inactive on the same
conditions. The metabolic activity of the cells was determined by tetrazolium MTS test. All
complexes showed cytotoxicity toward the used cell lines, while free ligands, Cu(Il) salt and
solvent (used as a controls) were inactive on the same conditions. Increasing the number of -
CH,- groups in homologous serie of aliphatic dicarboxylate ligands leads to the increasing
cytotoxic activity of the complex. The highest cytotoxic effect of azamacrocycle Cu(Il)
complexes with glutarate, adipate, sebacinate ligand showed on the cell line MCF-7 and the
worst on HeLa cells. A significant effect of sebacinate Cu(Il)complex to all tested tumor cell
lines applied in concentrations of 100 and 200 uM and up to HeLa cells.

Keywords: cytotoxic, Cu (II)-complexes, pendant oktaazamacrocycle.
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Kratak sadrzaj

Potreba i svest ljudi za unapredenjem fizickog izgleda je iz godine u godinu, prema
raznim vrstama istrazivanja i sprovodenja postmarketinskih ispitivanja, u stalnom porastu.
Shodno tome i proizvodnja, upotreba i potrosnja kako sredstava za licnu higijenu, tako i samih
kozmetickih proizvoda postaje sve popularnija kod ogromnog broja potrosaca. Uredba (EU)
1223/2009 o kozmetickim proizvodima, usvojena 30. novembra 2009. godine, propisala je
neophodne uslove za stavljanje kozmetiCkog proizvoda na trziSte koji izmedu ostalog
obuhvataju i neophodne dokaze o bezbednosti kozmeti¢kog proizvoda (svih njegovih sastojaka)
za potrosace, pri primeni pod normalnim i predvidivim uslovima kori$¢enja. Uprkos neosporno
visokom procentu bezbednosti i podnosljivosti kozmetickih proizvoda, nezeljeni efekti su ipak
prisutni i najeS¢e su blage ili srednje blage jaCine i uglavnom se manifestuju na kozi.
Kozmetovigilanca predstavlja skup definisanih aktivnosti koje imaju za cilj otkrivanje, procenu,
razumevanje, evidenciju i preveniranje nezeljenih dogadaja koji se potencijalno mogu javiti kao
posledica primene kozmetickih proizvoda. Uredba (EU) 1223/2009 o kozmetickim
proizvodima, koja je zvani¢no i u potpunosti stupila na snagu 11. jula 2013, zahteva od svih
proizvodaca imenovanje odgovorne osobe koja ¢e kontinuirano pratiti i evidentirati sprovodenje
kozmetovigilance za njihove proizvode koji se nalaze na trziStu. U ovom radu ¢e biti
predstavljeni podaci preuzeti iz sprovedenih studija koje su imale za cilj procenu pojave
nezeljenih dejstava pri primeni kozmetickih proizvoda, spovodenje razli¢itih modela njihovog
otkrivanja, pracenja i preveniranja, kao i uspostavljanje standardnog sistema kozmetovigilance.

Kljuéne reci: Uredba (EU) 1223/2009 o kozmetickim proizvodima;
nezeljeni efekti kozmetickih proizvoda; kozmetovigilanca
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Uvod

Kozmeti¢ka direktiva 76/768/EEC doneta 27. jula 1976. godine od strane
Saveta Evropske zajednice (EEZ), danas Evropske unije (EU/EC), predstavljala je
zakonski propis koji se odnosio na kozmetic¢ke proizvode unutar zemalja tadaSnjih
¢lanica EEZ (1).

Prema Kozmetickoj direktivi (76/768/EEC) kozmeticki proizvod se definiSe kao
bilo koja supstanca ili preparat koji dolazi u kontakt sa razlicitim spolja$njim delovima
ljudskog tela (koza, kosa, nokti, usne i spoljni genitalni organi) ili sa zubima i
sluzokozom usne duplje sa ciljem da ih Ciste, parfimiSu, menjaju njihov izgled i/ ili
direktiva se stalno menjala i1 pratila trendove koje namecéu trziSte i kozmeticka
industrija, ali i sami potrosaci koji Zele efikasne 1 bezbedne proizvode (2).

Krajem novembra 2009. godine Kozmeticka direktiva je preimenovana u Uredbu
o kozmetickim proizvodima EU (eng. Regulation (EC) N’ 1223/2009 of the European
Parliament and of the Council of 30 November 2009 on cosmetic products) (2).

Kozmeticka uredba 1223/2009 predstavlja odgovaraju¢i pravni instrument koji
namece jasna i detaljna pravila drzavama ¢lanicama 1 osigurava da se zakonski propisi
primenjuju u isto vreme u celoj Evropskoj uniji (EU/EC). Ova Uredba sveobuhvatno
uskladuje propise Evropske unije u cilju postizanja kontrole unutrasnjeg trzista
kozmetickih proizvoda, istovremeno obezbedujuci visok nivo zastite ljudskog zdravlja.

Uredba 1223/2009 odnosi se samo na kozmeticke proizvode, a ne na lekove,
medicinska sredstva i1 bioloSke proizvode (2). Procena da li je proizvod u kategoriji
kozmetickog proizvoda sprovodi se tako $to se u obzir uzimaju sve karakteristike tog
proizvoda, a konacan stav je utemeljen na studiji svakog slucaja ponaosob (eng. case-
by-case assessment).

U tacki 9 Uredbe 1223/2009 navodi se da kozmetiC¢ki proizvodi moraju biti
bezbedni u normalnim ili razumno predvidivim uslovima koris¢enja, a posebno,
takozvani odnos rizik - korist ne sme biti koriS¢en kao opravdanje u slucaju postojanja
rizika po ljudsko zdravlje.

Uprkos neosporno visokom procentu bezbednosti 1 podnoSljivosti kozmetickih
proizvoda, neZeljeni efekti su ipak prisutni i najcesce su blage ili srednje blage jacine,
uglavnom se manifestuju¢i na kozi. Kozmetovigilanca predstavlja skup definisanih
aktivnosti koje imaju za cilj otkrivanje, procenu, razumevanje, evidenciju i preveniranje
nezeljenih dogadaja koji se potencijalno mogu javiti kao posledica primene kozmetickih
proizvoda (3).

U okviru c¢lana 2 Kozmeticke uredbe 1223/2009, nalaze se definicije
kozmetickih proizvoda, supstance, krajnjeg korisnika, nanomaterijala, konzervansa,
boja, UV filtera, povlac¢enja kozmetickih proizvoda, kao i opisi koji se odnose na (4):
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e _nezeljeni efekat”- oznacava nepovoljne reakcije po zdravlje ljudi koje se mogu
pripisati normalnoj ili realno predvidivoj upotrebi kozmetickog proizvoda

e ozbiljan neZeljeni efekat” koji kao rezultat ima trajnu ili privremenu
funkcionalnu onesposobljenost, invaliditet, hospitalizaciju ili neposredan rizik
od vitalnog znacaja ili smrt.

Prema svemu navedenom nikako se ne sme zanemariti ¢injenica da iako se
kozmeticki proizvodi generalno dobro podnose, oni ipak mogu dospeti i unutar ljudskog
organizma i dovesti do nekog tipa nezeljene reakcije.

Propisi o kozmeti¢kim proizvodima i kozmetovigilanci

Propisi o kozmetickim proizvodima prevashodno se odnose na bezbednu
primenu proizvoda od strane ogromnog broja zdravih korisnika. Zahtevi zakonodavnih
tela prema proizvodaima kozmetickih preparata su jasno definisani i prema njima
proizvodaci su u obavezi da navedu sve komponente koje ulaze u sastav kozmetickog
proizvoda na etiketi unutra$njeg pakovanja i/ ili na spoljasnjoj ambalazi.

Prva velika izmena propisa o kozmetickim proizvodima u EU, doneta je 1993.
godine, a stupila je na snagu 1997. godine, i poznata je kao 6. Amandman na
Kozmeticku direktivu (2). Stupanjem na snagu 6. Amandmana na Kozmeticku direktivu
poostreni su zahtevi u pogledu potrebe da se sa rutinskih testova na zivotinjama prede
na alternativne in vifro metode ispitivanja toksicnosti, odnosno bezbednosti
pojedinac¢nih komponenti kozmeti¢kog proizvoda u celini (5).

Proizvodaci su zakonski obavezani i da nakon distribuiranja proizvoda na trziste
sprovedu kontinuirano pracenje i izvrSe identifikaciju potencijalno izazvanih nezeljenih
reakcija. Nakon stupanja na snagu 7. Amandmana evropske kozmeti¢ke Direktive
(76/768/EEC), u februaru 2003. godine, navedeno je i to da postoje¢i podaci o
nezeljenim efektima, koji su se javili pri primeni nekog kozmetickog proizvoda i mogu
uticati na zdravlje ljudi, moraju biti lako dostupni, kako nadleznim organima tako i
celokupnoj javnosti. lako proizvodaci maksimalno prate bezbednosni profil sopstvenih
proizvoda, ne sme se zanemariti ¢injenica da uvek moze postojati potencijalni sukob
interesa, Sto je joS jedan od razloga neophodnosti uvodenja jedinstvenog sistema
pracenja nezeljenih dejstava kozmetickih proizvoda (2).

Od januara 2007. godine na snazi je i dokument koji je objavila Evropska
komisija, koncipiran kao ,,Beskompromisna bezbednost” u kom se navodi da se rizik po
bezbednost potrosaca kozmetickih preparata ne sme nikako narusiti bez obzira na koristi
primene samog proizvoda. Ovaj dokument predstavlja krucijalnu razliku izmedu
regulative kozmetickih proizvoda u odnosu na regulativu medicinskih proizvoda
(lekova), gde je jedan od zahteva obavezno sprovodenje rizik - korist analiza za svaki
proizvod (6).
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Radna grupa u okviru Saveta Evrope postavila je sebi za cilj izradu nacrta
rezolucije, odnosno organizacije evropskog sistema kozmetovigilance, namenjenog
zastiti javnog zdravlja potrosaca. Savet Evrope, odbor ministara (957 ¢lanova) je 2006.
godine usvojio Rezoluciju o praéenju vigilance nezeljenih efekata kozmetickih
proizvoda (,,kozmetovigilanca®) u Evropi (7).

Ova rezolucija je imala za cilj pra¢enje pojave nezeljenih efekata izazvanih
primenom kozmetickih preparata, procene rizika po zdravlje ljudi i uspostavljanje
korektivnih procedura. Rezolucija je rezultat pilot studije koja je sprovedena u toku
2004. 1 2005. godine na teritoriji Austrije, Danske, Norveske i Francuske, a odnosila se
na ocenjivanje odnosa potroSaa 1 strucnih lica prema prijavljivanju i pracenju
nezeljenih dejstava reakcije izazvanih primenom kozmetickih preparata. Prema
rezultatima studije, samo manji broj korisnika (25 %-36%) koji su imali vrlo izrazeno
teze nezeljeno dejstvo je za pomo¢ konsultovalo lekara, a 15% ovih zabelezenih
slucajeva je bilo vrlo ozbiljno. Ispitanici iz ove studije su kao najceS¢e prijavljivano
nezeljeno dejstvo navodili alergijski kontaktni dermatitis (76,5%-83,9%). Na osnovu
dobijenih rezultata takode je primeceno da su proizvodi za negu koze, farbe za kosu i
preparati za negu kose naj¢esci uzrocnici izazvanih nezeljenih dejstava (6).

Uporedo sa ovom rezolucijom, Evropska asocijacija za trgovinu kozmetickim
proizvodima, sredstvima za higijenu i parfemima - COLIPA ( sada Cosmetics Europe)
je u avgustu 2005. godine izdala ,,Prakticne vodice za prijave nezeljenih dejstava” kao
uniformno orude u pogledu prikupljanja, obrade i razvitka prijave nezeljenih dogadaja.
Deo ovog dokumenta je bio posveéen diskusiji o razmatranju procene uzroka
nezeljenog efekta (uzrocne veze izmedu nezeljenog efekta i nacina upotrebe
kozmetickog proizvoda). Procena uzroka i nastanka nezZeljenog dejstva i njegove veze
sa naCinom primene preparata predstavljala je jedan od klju¢nih prakti¢nih zahteva s
obzirom da je odreden broj neZeljenih reakcija izazvan upravo neadekvatnom primenom
proizvoda (8).

Rezultati studija o neZeljenim efektima kozmetickih proizvoda

U anketi koja je sprovedena 2006. godine na teritoriji Italije, u kojoj je ispitano
3478 potrosaca, njih 848 je prijavilo da je imalo iskustva sa nekim nezeljenim efektom
pri primeni kozmetickog preparata. Pri istrazivanju je potvrdeno da je veliki broj
potroSaca potcenio ove efekte ako su blage i srednje blage jacine, obustavljajuci
primenu preparata i ne trazeéi stru¢nu pomo¢. Kao drugi problem, koji je takode imao
znacajnu ulogu u tacnosti evidentiranih podataka, identifikovana je neprecizna
definicija kriterijuma i razli¢ito vrednovanje i procena ozbiljnosti ovih efekata (7, 9).

Uporedo sa anketom u julu 2006. godine na teritoriji Italije (regija Kampanja)
sprovedena je pilot studija u cilju testiranja ponudenih sistema pra¢enja nezeljenih
efekata kozmetickih proizvoda. Pripremljen je odgovarajuc¢i formular za popunjavanje
podataka koji je prosleden odabranim dermatolozima i farmaceutima iz ove regije kao
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odgovarajucoj profesionalnoj kategoriji. Studija je trajala oko godinu dana, a dobijeni
rezultati su nakon detaljne obrade prezentovani i publikovani u junu 2007. godine.
Tokom ovog perioda sakupljeno je ukupno 40 relevantnih prijava. Studiju je sprovodio
21 dermatolog, od kojih je 8 imalo prijavu nekog tipa neZeljene reakcije (jedan lekar je
imao 11 slucajeva, dok su 2 lekara imala po 6 popunjenih prijava), a 3 farmaceuta je
usmeno primilo 8 prijava. Prijavljene neZeljene reakcije bile su blage i umereno blage
jacine i uglavnom su se manifestovale na kozi (6).

Sprovedena studija ukazala je 1 na potencijalne propuste kao i na pravac u kom
treba preduzeti odgovarajuce mere u cilju unapredenja kozmetovigilance. Kao najcesci
propust pokazalo se neadekvatno popunjavanje predlozenih formulara koji su
podrazumevali minimum potrebnih podataka i kriterijuma neophodnih za razumevanje i
procenu nastalog neZeljenog dogadaja. Upravo iz tog razloga prvi vazan korak pri
uspostavljanju sistema pracenja nezeljenih dogadaja bio je unapredenje samog
formulara, Sto je podrazumevalo adekvatno definisanje pitanja u pogledu procene
uzroka (minimum neophodnih kriterijuma). Podjednako vazno bilo je i podizanje svesti
potroSaca o prisutnosti pojave neZeljenih reakcija pri upotrebi kozmetickih proizvoda,
kao 1 formiranje navike da se ovi dogadaji redovno prijavljuju (10).

Najvece realne poteSkoce odredivanja incidence neZeljenih efekata kozmetickih
proizvoda 1 sredstava za CciSéenje (kuéna hemija) predstavljale su, i jo§ uvek
predstavljaju, samodijagnostika 1 samoleCenje potroSaca bez prijave nezeljenog
dogadaja proizvodacu ili stu¢nom licu. Jo§ 1999. godine Francuska agencija za
bezbednost medicinskih proizvoda (AFSSAP- French Agency for the Safety of
Healthcare Products) preuzela je zadatak kreiranja i implementacije kozmetovigilance
na teritoriji Francuske, sistema pracenja koji je za cilj imao razvoj standardnih
procedura za prijavu nezeljenih efekata izazvanih primenom kozmetickih preparata (11-
13).

Kako bi se poboljsali kontakti sa potrosa¢ima, u Francuskoj su u sklopu
kompanija proizvodaca kozmeti¢kih proizvoda obrazovani potrosacki centri koji se
mogu kontaktirati svakodnevno, direktno ili posredstvom porodi¢nog lekara.

Kompanija Unilever je na osnovu pomenutih procedura 2003. godine uspostavila
sopstveni  standardni sistem prikupljanja i pra¢enja nezeljenih efekata, podrzan od
postoje¢eg odseka potrosaca koji je ve¢ imao izgradenu saradnju sa dermatolozima.
Ovaj sistem je obuhvatao ve¢ prikupljene prijavljene slucajeve nezeljenih reakcija
(uglavnom na kozi) pri primeni njihovih proizvoda, kao i slucajeve dobijene
sprovedenom analizom baziranom na algoritmima farmakovigilance koju su sproveli
dermatolozi (13).

Prikazani slucajevi su prikupljani u skladu sa standardnim procedurama,
spontanim prijavljivanjem od strane potrosaca koji su putem telefona, poste ili imejla
kontaktirali potroSacki odsek kompanije Unilever (3). Popunjavanje standardnih
upitnika putem telefonskih razgovora sprovela su specijalno obucena lica potrosackog
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centra. Standardni upitnici su formirani tako da obezbede neophodne podatke koji su
podrazumevali ne samo hronoloske podatke (prvu primenu, vreme do pojave nezeljene
reakcije...) ve€ 1 pitanja u vezi sa detaljima koji bi opisali $to kompletniju klini¢ku sliku
(deo tela gde se reakcija javila, izgled same reakcije...). Izgled standardnog upitnika koji
su koristili u kompaniji Unilever za prikupljanje podataka o potencijalnim nezeljenim
reakcijama na koriS¢ene kozmeticke proizvode prikazan je na Slici 1. Minimum
neophodnih podataka koje je ispitanik trebalo da popuni su: naziv proizvoda, serijski
broj proizvoda i licni podaci osobe koja prijavljuje nezeljenu reakciju (ime, prezime,
adresa, broj telefona i imejl adresa).

Kako bi imali $to jasniju sliku nezeljenog dogadaja potrebno je bilo odgovoriti
Sto preciznije na slede¢ih devet pitanja (originalni standardni upitnik na engleskom
jeziku dat je u okviru Slike 1):

1. Datum pocetka primene problematicnog suspektnog proizvoda?
2. Datum kada se javila neZeljena reakcija na koZzi?

3. Deo tela na kome se reakcija pojavila?

e Glava Da Ne
o Lice Da Ne
e Vrat Da Ne
e leda Da Ne
e Stomak Da Ne

e Pazusna regija (desna, leva) Da Ne
e Ruke (desna, leva) Da Ne

e Noge (desna, leva) Da Ne

e Sake (desna, leva) Da Ne

e Stopala (desno, levo) Da Ne

4. DoZivljaj reakcije?
e Pecatiili crvenilo Da Ne

e Svrab Da Ne
e Peckanje Da Ne

5. Da li je ranije postojala senzacija ovoga tipa? Da Ne
e ako je odgovor potvrdan, da li je reakcija uzrokovana primenom istog proizvoda Da Ne

6. Da li je prekinuto sa primenom proizvoda? Da Ne

7. Koliko dugo je proizvod koriséen?
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8. Da li je konsultovan lekar?

ako je odgovor potvrdan, ispitanik je zamoljen za odobrenje da lekar bude
kontaktiran (telefon ili adresa lekara)

9. Da li je neZeljena reakcija otklonjena? Da Ne

Ako je odgovor potvrdan
v" Koliko vremena je bilo potrebno da se neZeljena reakcija povuce?
v" Dallije kori$¢ena neka terapija? Da Ne (navesti $ta je koris¢eno)

Ako je odgovor negativan

v’ Ispitanik bi bio zamoljen za dozvolu da nakon dve nedelje bude ponovo

kontaktiran zbog dodatnih informacija

ol e T LT Tyl T g =S
Production code: ...
SIEENEmES:c oL s s e
Dossewrmoc: -
First name:__

Address:.
T-'- %

Please fill in the following guestionnaire to enable wus to examine the situation you
experienced:

M.B. : you must tick a box for each item of the guestionnaire.
1- On what date did you start u:lngthe pladl.lcl:"

b T e SN, Uey ] 0 e e e e e ey | | e
2- On what date did the first skin reaction occur?
BT e e e SO ) (Y [ ] o [ e R E e R R, [ | e e e e
3- What part of the body is affected?

= scalp ves O o O - Arms ] vas OO Mo O

- Face ves O Mo O L ves 1 Mo 1

= peck wes O Mo O - Legs R vas 1 Mo O

= Back ves [ ro 1 L ves 1 Mo O

= abdomen vas [ No O3 = Hands R yes 1 Mo T

= Armipits R yes O Mo O L vas 1 Mo O

L ves [ Mo O = Feat R ves 1 mo 5

4 Are you experiencing: L Yes O Mo O

* patches or redness wes 1 Mo O3

= itching ves O mo O3

* a burning sensation wes O Mo O
5- Hawe you experienced this type of sensation before? ves O Mo O3

= If s, with the same product? wes O Mo O
6- Hawe you stopped using the product? ves O Mo O
7- How long did you use it for? ____ S S
8- Hawe you seen a doctor? wes O Mo O

= If 50, do you give permission for your doctor to provide our consultant physician
wwitku |r|format||:|n an this incident? ves O Mo

= Please state your doctor’s contact details (address + wel ) -

9- Has the reaction resolved?
= If sa,
-How long did it take?

- Did you reguire treatmant?
-if =0, pleasa speacify:

wes O

mo O

ves O mNo O

= if mot: we will :-nntal:t wu agaln ina fn-rtnlghts rlme with your permission, to determine the

cutcome of the reaction.
Thank you for answering our gquestions.

proizvode

hawea

Figure 1 Questionnaire used to report the adverse effects to cosmetics products

Slika1 Standardni upitnik koriS¢en tokom prijave neZeljenih reakcija na kozmeticke
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Svim anketiranim potrosa¢ima je savetovan prekid upotrebe proizvoda koji je
izazvao nezeljenu reakciju, a u slu¢ajevima ozbiljnijih neZeljenih reakcija sugerisana je i
obavezna konsultacija sa lekarom. Potrosaci su zatim, nakon dve nedelje od inicijalne
prijave nezeljene reakcije, bili ponovo kontaktirani od strane potroSackog centra kako bi
se obezbedile dodatne informacije u vezi sa nezeljenim dogadajem. U slucajevima gde
je konsultovan lekar, potroSac je zamoljen za dozvolu kontaktiranja ordiniraju¢eg lekara
u cilju sto kompletnije 1 jasnije celokupne klinicke slike (3). Upitnik koji je koris¢en
nakon dve nedelje od inicijalne prijave, u slucajevima kada je ispitanik pri prvom
anketiranju naveo da nezeljena reakcija nije nestala i koji je koncipiran kao poslednje
pitanje na inicijalnom upitniku, prikazan je na Slici 2.

Ax agreed, we are contacting you again to follow up youwr report regarding an allergic reaction, and
weould be grateful if yvou wowld kindly answer the following gquestions:

Has the reaction resolved? res 1 Mo 1

IF SO
*How long didittake ? e

- After treatment? ves O Mo O

If so, please spaCify . e

Thank you for answering our questions.

If the consumer cannot be reached by phone: send a standard letter with
Cruestion 9.

The completed guestionnaire shall be given to the consultant physician
[(Questionnaire + contact form + consumer response letter).

Slika2  Formular kori$éen dve nedelje posle prijave neZeljene reakcije na kozmeticki
proizvod

Figure 2 Questionnaire used two weeks after the reported adverse effects to cosmetics
products

Iako se sa prikupljanjem i analizom podataka poc¢elo 2004. godine, publikovani su
podaci iz 2005, 2006. 1 2007. godine i1 oni su obuhvatali ukupno 102 689 slucajeva
prijave potrosaca, odnosno kontaktiranja potrosackog centra. Ova procedura prijave se
odnosila na sve proizvode Unilever kompanije (proizvodi za negu koze, sredstva za
licnu higijenu, sredstva za negu kose, paste za zube, dezodoransi, sredstva za pranje i
¢iS¢enje). Nakon sveobuhvatne i detaljne analize prikupljenih podataka ustanovljeno je
da je kod 842 potrosaca doslo do pojave neke vrste nezeljene reakcije na kozi, Sto
predstavlja svega 0,82%. Ako se poredenje izvrSi sa brojem prodatih proizvoda ove
kompanije u tom periodu, pojava nezeljene reakcije na kozi se javlja kod 0,144 %
slu¢ajeva u odnosu na milion prodatih proizvoda (3).

Usvojeni postmarketinski sistemi kozmetovigilance razlikuju se od zemlje do
zemlje, posebno u pogledu zahteva upitnika za beleZenje nezeljenih reakcija (obavezno
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ili opciono), profesionalne kategorije ovlaséene za prikupljanje i izvesStavanje o
slucajevima (npr. dermatolozi, farmaceuti, stomatolozi), a razli¢ita su i regulatorna tela
koja su zaduzena za sistem vigilance (npr. Agencija za bezbednost hrane, Agencija za
zaStitu Zivotne sredine, Agencija za zaStitu potroSaca i javnog zdravlja...) (3, 14).

U nekim zemljama se primenjuju i privatne inicijative sa zvanicnom
kozmetovigilancom ili bez nje. Francuska je u avgustu 2004. zvani¢no ratifikovala
kozmetovigilancu dostupnu stru¢noj javnosti (zdravstvenim radnicima). Ovaj sistem je
objedinio razlicite resurse potrebne za pracenje i sprecavanje pojave nezeljenih reakcija
povezanih sa trenutno dostupnim kozmeti¢kim proizvodima na trzistu. Obrazac za
obavestenje o kozmetovigilanci, koji se koristi za prijavu nezeljenih reakcija na
kozmeticke preparate, dostupan je i1 moze se popuniti na sajtu francuske agencije za
bezbednost AFSSAPS (eng. French Agency for the Safety of Healthcare Products)
(http://www.afssaps.sante.fr) (15-17).

Proizvodaci u Francuskoj su duzni da se aktivno ukljuce u kreiranje takozvane
Nacionalne kozmetovigilance, tako Sto su u obavezi (u skladu sa uslovima i zahtevima
iz Clana L5131-6, ,French Public Health Code”) da naprave bazu podataka o
nezeljenim dogadajima na kozmeticke proizvode, koju ¢e redovno dopunjavati i koja ¢e
biti dostupna i raspoloziva na sajtu AFSSAPS (6,15).

Iako je mnogo toga uradeno u poslednjih nekoliko godina kako bi se poboljsalo
1 unapredilo pracenje bezbednosnog profila kozmetickih proizvoda, efikasan i nezavisan
zvanian sistem procene bezbednosti ovih proizvoda jos§ uvek nije uspostavljen. Navodi
se da nedostaje jedinstvena zvani¢na mreZa koja bi obuhvatila celokupnu teritoriju EU.

Stupanjem na snagu svih delova Uredbe (EU 1223/2009) o kozmetickim
proizvodima, 11. jula 2013. godine, proizvodaci ¢e biti u obavezi da imaju odgovorno
lice koje ¢e kontinuirano pratiti i beleziti, vrSiti postmarketinski nadzor nezeljenih
efekta, potencijalno nastalih upotrebom kozmetickih proizvoda, odnosno imace
obavezu da sprovode kozmetovigilancu.

Zakljucak

Kozmetovigilanca predstavlja skup definisanih aktivnosti koje imaju za cilj
otkrivanje, procenu, razumevanje, evidenciju i preveniranje neZeljenih reakcija koje se
potencijalno mogu javiti kao posledica primene kozmetic¢kih proizvoda.

Sprovodenje ovog sistema je neophodno kako bi se izbegla i smanjila neZeljena
dejstva kozmetickih proizvoda koja se najeS¢e mogu javiti u vidu senzibilizacije,
iritacije, alergijske reakcije, a sve u cilju spreavanja nastanka potencijalnih rizika po
zdravlje potrosaca.

U sprovodenju kozmetovigilance neophodno je da se kontinuirano unapreduje
upitnik kojim se prijavljuju nezeljena dejstava, jer predstavlja osnov za pracenje
bezbednosti proizvoda, ukazuje na eventualne potrebe ponovne procene bezbednosti i
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¢ini osnovu za sprovodenje daljih vaznih koraka kao $to su sistem upozorenja u EU i
povlacenje proizvoda sa trzista.

Uredba EU 1223/2009 o kozmeti¢kim proizvodima, koja je postavila odredbe o

sistemu kozmetovigilance, u potpunosti je stupila na snagu od 11. jula 2013. godine,
Sto bi trebalo da osigura jo§ vecu bezbednost i kvalitet, kako novih tako i ve¢ postojecih
kozmetickih preparata na trzistu.
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Cosmetovigilance - establishing the system for
monitoring of adverse effects to cosmetic
products
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Summary

Both production and consumption of personal hygiene products and cosmetics have been
increasing in popularity with an ever growing number of consumers, which is where
cosmetovigilance is becoming more relevant through a set of its own activities, aiming at the
detection, assessment, identification, and prevention of adverse effects potentially occurring as a
result of the application of cosmetic products. The Regulation (EC) 1223/2009 on cosmetic
products stipulates not only the conditions necessary for placing a cosmetic product on the
market, but also includes the necessary documentation of the safety of cosmetic products to
consumers in order to avoid potential adverse effects. This Regulation sets the basic terms of the
cosmetovigilance system, which shall enter into force on the 11™ of July 2013, which will
further ensure the safety and quality level of both new and existing cosmetics on the market.
Furthermore, for the continued implementation of cosmetovigilance, it is essential to promote
the application of an adverse effects questionnaire that is in accordance with regulation as being
a prerequisite for the implementation of future major steps, such as: warning system within the
EU and withdrawl from the market.

Keywords: Regulation (EC) 1223/2009 on cosmetics;
adverse effects of cosmetics products; cosmetovigilance
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Prilozi — Contributions

IZVESTAJ SA 61. SIMPOZIJUMA
SAVEZA FARMACEUTSKIH UDRUZENJA SRBIJE

Organizator: Savez farmaceutskih udruzenja Srbije
Vreme i mesto: Zlatibor, 10-13.oktobar 2013.

11.10.2013.

KURS 1.

Uloga farmaceuta u savremenom zdravstvenom sistemu

Resenje broj:153-02-2848/2013-01 od 16.08.2013.

Oznaka kursa: B-344/13

Broj bodova za predavace: 11

Broj bodova za slusaoce: 6

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

Ciljevi kursa:
1. Promene u obrazovanju farmaceuta kao odgovor na novu ulogu u zdravstvenom
sistemu

2. Koncept farmaceutske zdravstvene zastite - pacijent u fokusu

3. Redefinisanje znacaja izrade magistralnih i galenskih lekova u individualizaciji
terapije

4. Uvodenje novih usluga kao deo savremenog poslovanja apoteke

5. Pojam kompetencija u farmaciji i nacin procene
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PROGRAM KURSA 1.

Satnica Tema Metod obuke* Predavac¢
9.00-9.30 Farm?cua: pogled u predavanje Zorica Vuji¢
buduc¢nost
Koncept farmaceutske
9.30-10.00 zdravstvene zastite k?O oredavanje Br.e?nlsl.a'va
osnov kompetentnosti Miljkovi¢
farmaceuta
Izrada magistralnih i
galenskih lekova - Gordana Vuleta,
10.00-10.30 | doprinos bolesnicima u predavanje Ljiljana Bekic,
zdravstvenom sistemu Bojan Calija
Srbije
10.30-11.00 Pauza
Farmaceutske usluge u
11.00-11.30 | apoteci - izazov za predavanje Sanja Jovi¢
savremeno poslovanje
Razvojem kompetencija
11.30-12.00 | do unapredenja predavanje Svetlana Stojkov
farmaceutske usluge
12.00-13.00 Diskusija
13.00-14.00 Pauza za ru€ak
Istrazivanje farmaceutske Tatjana Milogevic,
14.00-16.00 | zdravstvene zastite — radionica .
primeri iz prakse Roland Antonié
16.00-16.30 test Evaluacija kursa

Satelitski simpozijum

17.00-17.30 MSF pharm: Lutein - pririodna zaStita oka, dr Vesna Jaksi¢
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12.10.2013.

KURS 2.

Unapredenje farmaceutske usluge osobama obolelim od dijabetesa
Kurs je akreditovan odlukom br.153-02-1827/2013-01 od 13.05.2013.
Oznaka kursa: B-194/13

Broj bodova za ucesnike: 6

Broj bodova za predavace: 12

Kurs je akreditovan za farmaceute

Ciljevi kursa
. Dijagnoza i terapija dijabetesa - §ta farmaceuti moraju da znaju

. Upoznavanje ucesnika sa farmakokinetikom, karakteristikama i prednostima
primene savremenih insulinskih preparata MI 1 GLP1

. Nova saznanja 1 preporuke u oblasti samokontrole glikemije u tipu 2 dijabetesa

. Upoznavanje ucesnika sa leCenjem metabolickog sindroma i povezanost sa
pojavom dijabetesa

. Unapredenje usluge farmaceuta u menadzmentu dijabetesa u apoteci, pravilnom
upotrebom medicinskih sredstava u samokontroli dijabetesa
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PROGRAM KURSA 2.

Satnica Tema Metod obuke* Predavac
9.30-10.00 Otvaranje i Ulazni test
10.00-10.30 gg;ﬁ[ﬁfiﬂiﬁjﬁ:sf°bama predavanje | Sanja Jovié
Pravilna upotreba medicinskih Biljana
10.30-11.00 | sredstava u terapiji i pracenju predavanje Manojlovi¢
dijabetesa
11.00-11.15 Pauza
. . . Nada Sarik-
Unapredenje usluge izdavanja Stojsavijevié
11.15-12.15 | medicinskog sredstva u apoteci - radionica i L
bezbednost pacijenta S.a?nja JOVIC’. i
Biljana Manojlovi¢
12.15-13.00 Pauza za rucak
13.00-13.20 | Dijagnoza dijabetesa predavanje | Aleksandra Joti¢
13.20-13.40 | Striktna kontrola glikemije predavanje Katarina Lalic
13.40-14.00 | 'erapija dijabetesa: Nove predavanje | Nebojsa Lali¢
preporuke
14.00-14.10 Diskusija
14.10-14.25 Pauza
Savremeni agensi u leGenju . Branislava
14.25-14.45 dijabetesa: M?i GLP1 J predavanje Mikovié
14.45-15.05 | Novi lekovi u le¢enju gojaznosti predavanje | Dragan Mici¢
15.05-15.15 Duskusija
15.15-16.15 | Dijagnoza i terapija dijabetesa radionica Katarina Lalic, .
Aleksandra Joti¢
16.15-16.45 Izlazni test i evaluacija

16.45 - 17.00 Kljuéni momenti - 90 godina kompanije Novo Nordisk
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1zlozba:
Hotel Mona

Prezentacije predavanja su objavljene na CD-u.
Simpozijumu je prisustvovalo 236 registrovanih u¢esnika.

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

Posebnu zahvalnost dugujemo clanovima sekcije Mladi farmaceuti Marini
Mirkovi¢ i Zorani Miladinovié, za veliku pomo¢ u distribuciji Stampanog materijala,
registraciji ucesnika, izdavanju uverenja.

Zahvaljujemo se svim kolegama koji su svojim prisustvom podrzali ovaj skup i
svim onima koji su popunili Anketu i na taj nacin nam omogucili da procenimo
uspesSnost skupa i1 da se upoznamo sa interesovanjima, primedbama i predlozima, kako
bismo ubuduce organizovali joS uspesnije simpozijume.
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ANALIZA ANKETE SPOROVEDENE NA 61. SIMPOZIJUMU

UKUPNO REGISTROVANIH UCESNIKA 236

1. OpSta ocena Kursa 1

1. Odli¢an 68
2. Vrlo dobar 19
3. Dobar 4
4. Zadovoljava 2
5. Ne zadovoljava 0
Ukupno: 93
Nije odgovorilo 11

2. Da li ste zadovoljni ?

1. Organizacija
1. Veoma zadovoljan 87
2. Zadovoljan

3. Nisam zadovoljan

Ukupno: 93
Nije odgovorilo 11
2. Sala
1. Veoma zadovoljan 78
2. Zadovoljan 11
3. Nisam zadovoljan 0
Ukupno: 89
Nije odgovorilo 15
3. Oprema
1. Veoma zadovoljan 76
2. Zadovoljan 7
3. Nisam zadovoljan 0
Ukupno: 83
Nije odgovorilo 21
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4. Sta vam se najvise dopalo?

1. Tema i predavanja 23
2. Predavaci 3
3. Radionica 15
4. Organizacija 8
5. Druzenje

Ukupno: 54
Nije odgovorilo 50

5. Sta vam se nije dopalo?

1. Sala 0
2. Probijanje termina 0
2. Mesto odrzavanja 0
Ukupno: 0
Nije odgovorilo 104

Ocene predavaca KURS 1
Registrovanih ucesnika: 236

Opsta ocena Kursa 1: 4,64

OCENE PREDAVACA - KURS 1

o < g
< < < <
. > 8 3 2 =
PREDAVAC 38|« o o 9
= (@) < (@] (@] (7 (V)
32| 8| 2 |wg| 883
(o] > (=) N Z N o O (14
1 | ZORICA VUJIC 81 |12 | 2 0 0 4,41 4
2 | BRANISLAVA MILJKOVIC 75 | 17 | 2 0 0 4,32 6
3 | GORDANA VULETA 77 |19 | 0 0 0 4,43 3
4 | SANJA JOVIC 75 | 18 | 1 1 0 4,35 5
5 | SVETLANA STOJKOV 68 | 20 | 3 0 0 413 7
6 TATfJA'."A MILOSEVIC- 84 | 11| 3 0 0 455 | 2
Radionica
7 ROL.AN.D ANTONIC - 85 | 11 | 2 0 0 457 | 1
Radionica
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KURS 2

1. Opsta ocena KURSA 2
1. Odlic¢an
2. Vrlo dobar
3. Dobar
4. Zadovoljava
5. Ne zadovoljava
Ukupno:

Nije odgovorilo

2. 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
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4. Sta vam se najviSe dopalo?

1. Tema i predavanja 20
2. Predavaci 13
3. Radionica 8
4. Organizacija 8
5. DruZzenje 5
Ukupno: 54
Nije odgovorilo 50

5. Sta vam se nije dopalo?

1. Sala 0

2. Probijanje termina 0

2. Mesto odrzavanja 0

Ukupno: 0

Nije odgovorilo 104
Predavaci nisu ocenjivani
Registrovanih ucesnika: 279
Opsta ocena Kursa 2: 4,61

Beograd, 12.11.2013.
Strucni i Organizacioni odbor 61. simpozijuma SFUS
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Arh.farm. 2013;63: 396 — 397

IZVESTAJ SA 41. MEPUNARODNOG KONGRESA ISTORIJE FARMACIJE
Pariz, 10-14. septembar 2013. godine

Ove godine, Medunarodni kongres istorije farmacije, 41. po redu, odrzan je od 10.
do 14. septembra 2013. godine u Parizu. Organizaciju su preuzeli Medunarodno drustvo
istorije farmacije (ISHP) i Francusko drustvo istorije farmacije. Kongresne aktivnosti
odvijale su se u centru Pariza, na Univerzitetu Pjer i Mari Kiri. Glavne teme kongresa,
Istorija istorije farmacije 1 Parmentije — Zivot i delo, proistekle su iz zelje da se obeleze
godiSnjica osnivanja Francuskog drustva istorije farmacije (1913) i smrti Antoana
Parmentijea, vojnog farmaceuta (1813). UceS¢e u radu uzeo je veliki broj kolega iz 25
zemalja. OdrZano je 5 plenarnih predavanja, 78 usmenih izlaganja, a poster sekcija
brojala je 44 poster prezentacije. Svi radovi predstavljeni su na jednom od tri zvani¢na
jezika — francuskom, nemackom ili engleskom. I ovaj Kongres obelezila je raznovrsnost
tema, od vojne farmacije, preko veza Francuske 1 ostalih zemalja kroz istoriju, istorijata
istorije farmacije ili razliCitih apotekarskih ustanova, upotrebe vina i hrane u svrhe
lecenja ili predstavljanja poznatih proizvodaca lekova ili kozmetike (Roche ili Guerlain,
na primer). Na ovaj nacin, sve aktivnosti su jo§ jednom doprinele da ucesnici u prijatnoj
kongresnoj atmosferi razmene i obogate svoja znanja i uspostave ili prodube svoje veze
sa drugim istori¢arima farmacije.

Kongresu su prisustvovala 1 dva ucesnika iz Srbije — Milica Miri¢ sa
Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu i Jasmina Arsi¢ iz Zdravstvene
ustanove Apoteka Vranje. Koleginice su predstavile dve zapaZene poster prezentacije
koje su rezultat istrazivanja istorije apotekarstva i proizvodnje lekova u Vranju: 730°
anniversaire de pharmacie a Vranje (Serbie) 1 Pionniers de la fabrication industrielle
des médicaments en Serbie. Povodom proslave 145. godiSnjice apotekarstva u Krusevcu
prezentovana je poster prezentacija One hundred and forty five years of pharmacy in
Krusevac.

Pred otvaranje Kongresa, u zgradi Francuske farmaceutske komore (Ordre de
pharmaciens) odrzan je sastanak proSirenog sastava IzvrSnog odbora ISHP. Ovom
sastanku je kao nacionalni delegat prisustvovala Milica Miri¢. Na sastanku su, pored
izveStaja o dosadasnjem radu, obavljeni i izbori za nov sastav uprave DruStva. Tom
prilikom, nasa koleginica doc. dr DuSanka Krajnovi¢ sa Katedre za socijalnu farmaciju 1
farmaceutsko zakonodavstvo Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
jednoglasno je izabrana za novog generalnog sekretara.

396



Na ceremoniji zatvaranja Kongresa najavljen je naredni, 42. Medunarodni kongres
istorije farmacije, koji ¢e biti odrZzan od 8. do 11. septembra 2015. godine u Istanbulu.
Takode su najavljene i teme Kongresa — Predstaviljanje farmacije kroz vekove
(Presenting Pharmacy through Centuries), Dvorska farmacija (Court Pharmacy) i
Farmacija i umetnost (Pharmacy and Art).

Mr Milica Miri¢, Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet

Dipl. ph. spec. Jasmina Arsi¢, ZU Apoteka Vranje
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IN MEMORIAM

Mr ph Mirjana BariSi¢ (1931-2013)

Mirjana BariSi¢  (devojacko
Rausavljevi¢) rodena je 31.1.1931. u
Zemunu. U rodnom gradu zavrsSila je
osnovnu $kolu i gimnaziju. Skolske
1950/51. godine  upisala  je
Farmaceutski fakultet u Beogradu,
gde je 1 diplomirala 11.7. 1955.
godine.

Po zavrSetku studija obavlja
staz, polaze strucni ispit i ostaje da
radi u apoteci ,Fruska gora”. Tada
postaje ¢lan Srpskog farmaceutskog
drustva (danas Savez farmaceutskih
udruzenja Srbije). Kada je otvorena
dezurna apoteka ,,Zemun”, 1959.
godine, nastavlja rad u dezurnoj
sluzbi.

Za upravnicu apoteke
»Zemun”, izabrana je 1965. godine.
Kao novinu uvela je  redovne,
struéne sastanke farmaceuta 1
farmaceutskih tehniCara iz aktuelnih
oblasti farmacije 1 medicine.

Direktor OOUR-a ,,0Olga Dedijer” Apotekarske ustanove ,Beograd” (danas
Apoteka ,,Beograd”) postala je 1980. godine. Realizovala je pocetak rada osam novih
apoteka i OOUR-a: ,,Prof. SiniSa Paja”, ,,Prof. Milo§ Mladenovi¢”, ,,Blok 28", , Blok
61-62”, ,Novi Beograd”, ,Svetozar Markovi¢”, ,,Sutjeska” i apotekarske stanice
»Zmaj”. Zahvaljuju¢i svojim stru¢nim i organizacionim sposobnostima uspesno je
rukovodila radom 23 apoteke na teritoriji opStina Zemun i1 Novi Beograd. Stvorila je
uslove za uvodenje novih, specijalistickih disciplina iz farmaceutske tehnologije i
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farmakoinformatike (danas farmakoterapija). U socijalistickom ekonomskom sistemu,
sa radnickim savetom OOUR-a, kao najviSim telom u kreiranju poslovne politike,
azurno je sprovodila donete odluke. Kao direktor OOUR-a odlazi u penziju 1991.
godine.

Posedovala je autoritet koji je dozvoljavao i razvijao dobru ideju, drugacije
miSljenje, ali 1 stav kritickog misljenja, bez neprofesionalnog ponaSanja.

Umrla je u svom rodnom Zemunu 26.07.2013. godine.

Ostaje zapis o licnosti koja je svojim profesionalnim autoritetom ucestvovala u
unapredenju i razvoju farmaceutske delatnosti u Apotekarskoj ustanovi ,,Beograd”, u
vremenu koje obelezava pocetak savremenih trendova apotekarske delatnosti.

Mirjana BariSi¢ ostace u secanju njenih kolega, farmaceuta, farmaceutskih

tehni¢ara i saradnika.

Prim. mr ph Tatjana Kolarska
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