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Abstract

Drug discovery based on development of selective ligands for a specific target intended to
modulate its activity and revert pathophysiological process is now recognized as too simplistic
to design effective agent for complex multifactorial diseases, characterized by diverse
physiological dysfunctions caused by deregulations of complex networks of proteins. Major
challenge in modern drug discovery is to rationally design multitarget drugs able to specifically
modulate only a group of desired targets while minimizing interactions with off-targets.
Multifactorial cerebral mechanisms implicated in mental (psychiatrics) and neurodegenerative
diseases and interactions of the neurotransmitter systems are two main reasons for applying
polypharmacology (,,multi-target”) strategy in drug discovery for these complex brain diseases.
In this paper we review polypharmacological profile and potential therapeutic application of
dopamine D;-like receptor antagonists.

Keywords: polypharmacology, multitarget drugs, dopamine receptors
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Polypharmacology

Modern drug design of multitarget ligands able to specifically modulate complex
networks of proteins and show unique polypharmacological profiles is becoming
increasingly important in drug discovery for complex brain diseases [1-5].

The most significant advantages of use of multitarget drugs over the other
therapeutic strategies is based on: improved efficacy as result of synergistic or additive
effects caused by simultaneous and specific interactions with chosen palette of
biological targets; better distribution in target tissue for simultaneous action on multiple
targets; accelerated therapeutic efficacy in terms of initial onset and achievement of full
effect; treatment of broader therapeutic range of symptoms; predictable
pharmacokinetic profile and mitigated drug-drug interactions; lower incidence of
molecule-based side effects; increased therapeutic interval of doses; better quality of
treatment; improved patient compliance and tolerance; and lower incidence of
developing target-based resistance as result of modulation of multiple targets [1, 6, 7].

Designed Multiple Ligands (DMLs) contain the primary pharmacophore elements
for each target which could be separated by linker (conjugate DMLs), touched at one
point (fused) or combined by using commonalities in the structures of underlying
pharmacophores (merged) [7, 8]. Relatively rigid and small structures of highly merged
DMLs result in better physicochemical, pharmacokinetic and pharmacological profile
[7, 8].

Based on the predicted activities on the targets and estimated pharmacokinetic

profiles of designed multipotent ligands are selected the most promising candidates for
further study [8-12].

Multifactorial cerebral mechanisms and deregulation of very complex networks of
proteins implicated in mental (schizophrenia) [13, 14] and neurodegenerative disorders
[15], such as Parkinson's [16, 17] and Alzheimer's diseases [18]), have generated
intense interest in developing efficient multipotent CNS drugs [19-21]. Interactions of
the neurotransmitter systems, such as the dopamine-glutamate interaction in
pathogenesis of schizophrenia and Parkinson's disease [22, 23] and the serotonin-
dopamine interaction in pathogenesis of various disorders including schizophrenia,
depression, Parkinson’s disease and drug abuse [24, 25, 26], are very important factors
in design of multitargeted ligands with optimized pharmacological effects.

Therefore, a more efficient polypharmacology strategy for treatment of complex
mental/neurodegenerative diseases is based on specific interactions on set of targets
with minimal side effects arising from interaction with defined antitargets [1, 27].

As a result of multitarget approach [1, 7, 28, 29] many efficient CNS drugs have
been developed. Monoamine reuptake inhibitors with serotonin 5-HT,c antagonistic
properties were developed as novel class of antidepressants [6, 30]. Dopamine D,/Ds
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antagonists, with 5-HT,, antagonistic and 5-HT;, partial agonistic activities were
proposed as drug candidates for therapy of schizophrenia [19, 31, 32].

While many neurotransmitter systems contribute to the complex pathology of
schizophrenia, dopamine dysfunction is considered as the basis of this disorder. The
dopamine hypothesis of schizophrenia is supported by the characteristics of the drugs
used to treat this disorder: all antipsychotics used clinically have high affinity for
dopamine receptors [33].

Parkinson disease (PD), a neurodegenerative disorder of unknown etiology, is
characterized by extensive degeneration of dopaminergic neurons within the substantia
nigra, resulting in tremor, rigidity, and bradykinesia. One treatment strategy is the use of
Dopamine receptor agonists, which act directly on the depleted nigrostriatal
dopaminergic system and have fewer undesirable side effects than L-DOPA. Dopamine
receptor agonists can be used in conjunction with lower doses of L-DOPA in a
combined therapy approach [33].

Pathophysiology of Alzheimer's disease (AD) includes progressive loss of
cholinergic neurons, extracellular deposition of amyloid B peptide (A)-containing
plaques, metal dyshomeostasis, neuroinflammation, oxidative stress and increased
monoamine oxidase (MAO) enzyme activity. Therefore, multipotent brain permeable
drugs affecting few brain targets involved in the disease pathology, such as MAO and
ChE enzymes, AP generation/aggregation and iron accumulations were extensively
studied as essential therapeutic approach in treatment of AD [28, 34-43 ].”

Quantitative Structure Activity Relationship (QSAR) modeling and related
cheminformatic methods are developed and applied in helping to guide computer-aided-
drug-design (CADD) [44, 45] and in polypharmacology for design of ligands with
unique polypharmacological profiles [8, 46]. Design of compounds with unique
polypharmacology and optimal ADMET (Absorption, Distribution, Metabolism,
Excretion, Toxicity) profile involve several steps such as: formation of chemical
analogues of a lead, predicting their binding profiles using a group of ligand-based
QSAR models, and synthesizing the most promising candidates with the preferred
multitarget activities [8-10].

For example, the MAO A/B and AChE/BuChE inhibiting activities of multitarget
donepezil and tacrine hybrids [35, 38, 39, 40, 42, 43, 47] were used in our recent 3D-
QSAR and ASS234 optimisation studies [36, 37].

Dopamine D;-like receptor antagonists

Five distinct GPCRs (D;-Ds receptors) have been cloned and determined to
mediate the actions of dopamine. The DA receptors are distinct from one another in
pharmacology, amino acid sequence, distribution, and physiological function. Based on
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their effector-coupling profiles dopamine receptors are organized into two families, the
D;-like (D, Ds) and D»-like (D,, D3, D4) receptors [33].

Dopamine D; receptor is predominantly found in the direct pathway of the striato-
nigral neurons [48, 49]. The main physiological function of the D; receptor is to
mediate CNS actions of dopamine to control cognitive function [50] and movement [51,
52].

The physiological processes under dopaminergic control include reward, emotion,
cognition, memory, and motor activity. Dysregulation of the dopaminergic system is
critical in a number of disease states, including Parkinson disease, Tourette’s syndrome,
bipolar depression, schizophrenia, attention deficit hyperactivity disorder, and
addiction/substance abuse [33]. Dopamine receptor antagonists are a mainstay in the
pharmacotherapy of schizophrenia.

Mice lacking the D, receptor display deficits in multiple forms of memory, such
as impaired spatial memory and deficits in prefrontal cortex-dependent working
memory. Therefore the pharmacological evidence that cortical working memory can be
modulated with D; agonists and antagonists is in agreement with the previous findings
[33].

Since D; and Ds receptors possess about 80% homology in their transmembrane
domains these two receptors are grouped as D;-like receptors. Pathophysiology of
schizophrenia and related diseases is mainly based on dysfunctions in dopamine,
serotonin, and glutamate, [33, 53, 54]. However, selective D, antagonism alone is not
accepted as effective antipsychotic principle [55, 56]. Therapeutic effects of typical and
atypical neuroleptics are mostly mediated by inhibition of dopamine D,-like receptors
(D7 and D4 receptors) and other related aminergic receptors [33]. Blockade of dopamine
D, and serotonin 5-HT;4 receptors is mainly responsible for antipsychotic effect [57],
while interaction with various dopamine (D;, D3, D4), serotonin (5-HT;s, 5-HTp, 5-
HT,a, 5-HTyc), and histamine Hj3 receptors may produce additional antipsychotic or
procognitive effects [54, 58, 59]. Moderate antagonistic activity at D;-receptors of
atypical antipsychotic clozapine is suggested to be responsible for its effectiveness
against treatment-resistant schizophrenia [55].

Discovery of 1-phenyl-benzapine 1 (SCH 23390) [60], as D, specific dopamine
antagonist, has initiated development of novel benzazepines for selective targeting D
receptor. The pharmacological characterization of 1 (SCH 23390) [60], which has
become the prototype of D; antagonist, was followed by development of its
conformationally restricted analogue 2 (SCH 39166) [61] and fused analogues and their
derivatives (Figure 1) [62].
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Figure 1. Structural formulas of dopamine D;-receptor antagonists.

The R isomer of 1 (SCH 23390) [60], R(+)-7-Chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-
phenyl-2,3.,4,5-tetrahydro-1H-3-benzazepine, is a highly potent enantioselective
dopamine D;-like receptor antagonist with K; of 0.2 and 0.3nM for the D, and Ds
receptors, respectively [63, 64]. The C1-position is a chiral center and activity originates
from the R enantiomer. Besides its high D;-like antagonistic activity, some in vitro
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studies demonstrated moderately high binding affinity of 1 (SCH 23390) to the 5-
HT,a, 5-HT,¢, 5-HT serotonin receptors [65-67], o, adrenergic receptor (AR) and the
5-HT transporter [68].

Conformationally restricted derivative 2 (SCH 39166) [61] has exerted high D;
and Ds antagonistic activity, moderately high binding affinity of 1 (SCH 23390) to the
5-HT, and 5-HT; serotonin receptor subtypes [65, 66] and also to the oy, adrenergic
receptor and the 5-HT transporter [68].

As a selective antagonist, 1 (SCH 23390) has been extensively used for the
clarification and better understanding of the role of the D, receptors in various CNS
disorders.

Examination of the pharmacologic profile of 1 (SCH 23390) covered its effects
on motor behavior and memory, as well as in vivo anticonvulsant studies. The
anticonvulsant properties of 1 (SCH 23390) indicated on the importance of D,
dopaminergic receptor in initiation of generalized seizures. The available
pharmacokinetic data of this compound suggest that after oral administration it
undergoes extensive first-pass metabolism and has short half-life of around 25 minutes
following administration of 0.3 mg/kg i.p. in the rat and therefore could not be further
developed as a drug [63, 64]. Even the longer acting analogue 2 (SCH 39166) [61]
showed very low oral bioavailability (0.6%). Pharmacokinetic studies has discovered
that extensive O-glucuronidation of the phenol and N-dealkylation of the N-Me group
of the 1 (SCH 23390) and 2 (SCH 39166) may contribute to the poor pharmacokinetic
(PK) profile [69-71].

Since the discovery of the 1 (SCH 23390), many dopamine D, receptor ligands
possessing phenyltetrahydrobenzazepines scaffold have been synthesized and analyzed.
In particular, D; antagonistic activity of this chemical group of compounds is
determined by the nature of C-7 substituent, such as chlorine in the 1 (SCH 23390) or
bromine in the SKF R-83566 [72, 73].

The two series of 1,3-benzodiazepine based D; antagonists, the cyclic N-aryl
amidine and the cyclic N-aryl guanidine, was designed following a pharmacophore
models derived from catecholamine analog 1 (SCH 23390). By replacing benzazepine
core with 1,3-benzodiazepine, metabolically labile N3-methyl group presented in 1
(SCH 23390) was eliminated while basicity of new model systems, with pK, values of
8-9 and 10-11 for N-aryl amidine and N-aryl guanidine respectively, stayed within same
range as those for the fert-azepine nitrogen center in 1 (SCH 23390). Among N1-
arylbenzodiazepines the highest affinity for D; receptor was observed with 3-thienyl
substituent 3 [74], K; = 87 nM) while within cyclic N-aryl guanidines stronger basicity
did not result in improved D; receptor binding affinity 4 (Figure 1) [75], Ki = 129 nM)
[74].
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A highly potent D/Ds antagonists 5 [75]) possessing subnanomolar D; affinity
and high selectivity over D, receptor were synthesized by introducing a series of bulky
substituents at the para position of the pendant phenyl ring in 1 (SCH 23390). The
obtained results indicate that the para position has a high steric tolerance for
substitution [75].

Despite of their cyclic structure the benzazepines possess a considerable degree
of conformational mobility and it is considered that equatorial orientation of the phenyl
ring is optimal for interaction with the D, receptor [61].

The preparation of conformationally restricted analogues of the 1 (SCH 23390)
resulted in new series of 6,6a,7,8,9,13b- hexahydro-5H-benzo [d] naphtho [2,1- 5]
azepines having the B and C rings junction in two possible configurations, B/C-cis and
B/C-trans. Binding studies of the B/C-cis and B/C-trans series of compounds clearly
demonstrated that conformationally rigid ¢rans series, where the D ring is unequivocally
fixed in an equatorial orientation, possess significantly higher D; receptor affinity and
selectivity over the D, receptor. From this investigation were derived highly selective
D, receptor antagonist which (-)-6a$,13b R isomer (2 (SCH 39166) ) has the highest D,
affinity (Kj= 1.9 nM for D; and 514 nM for D). This finding is consistent with the fact
that the D; receptor activity in the 1-phenyl-1H-3-benzazepine series is associated with
the R-enantiomers [61]. 2 (SCH 39166), also known as ecopipam, has been in clinical
trials for several diseases including obesity [76], cocaine addiction [77] schizophrenia
[78]. Although 2 (SCH 39166) possess high D;-like selectivity with reduced affinity for
serotonin receptors and longer duration of action in primates in comparison to 1 (SCH
23390), both compounds displayed low oral bioavailability [79].

Various 1 (SCH 23390) and 2 (SCH 39166) analogues were synthesized and
evaluated as selective dopamine D;/Ds receptor antagonists. Some of these trials include
investigation of the phenol bioisosteric analogues of 1 (SCH 23390) and 2 (SCH
39166), such as benzotriazole, indole, benzimidazole, benzimidazolone and
benzothiazolone. The designed corresponding heterocyclic systems, containing an N-H
hydrogen bond donor group, retained the characteristic of the phenol group that are
thought to be responsible for interaction with the receptor. Benzotriazole analogue of 2
(SCH 39166), 6 (Figure 1) [68]), displayed very low affinity for D; receptor (K; = 583
nM) suggested that conformer A was not the active binding conformer. In comparison
with 6 [68], indole analogue of 2 (SCH 39166) 7 [68] displayed appreciable affinity for
D, receptor. Further optimization of the hydrogen bond donating properties of different
heterocyclus analogues of conformer B also indicated the preference of conformation B
over A, whereby hydrogen-bond donating directionality has been established. Among
the designed compounds highly selective D,/Ds antagonists, benzimidazolone analogue
(8 [68], Ki =7 nM for D; and 4.2 nM for Ds) and its corresponding NH benzazepine (9
[68], Ki = 16.5 nM for D; and 2.4 nM for Ds) together with benzothiazolone analogue
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(10 [68], Ki = 2.1 nM for Dy, 2.8 nM for Ds) and its corresponding NH benzazepine (11
[68], K; = 6.5 for D; and 1.7 for Ds) were of particular interest in terms of their overall
profiles (Figure 1). Improved pharmacokinetic profiles of heterocyclic isosteres
demonstrated by rats plasma levels is associated with higher metabolic stability with
respect to O-glucuronidation. In contrast, biological evaluation of phenol bioisosteric
analogues of 1 (SCH 23390) revealed huge decrease in the D; binding affinity with
exception of 12 [68] which was identified as a potent D;/Ds ligand in this series but
without significant improvement in pharmacokinetic profile compared to 1 (SCH
23390). This finding indicated that molecular rigidity might play important role in
improving the pharmacokinetic properties [68].

Functionalization of the D-ring of 2 (SCH 39166) with the special focus on the C-
3 and C-4 positions have been also examined [75, 80]. Several 2 (SCH 39166) analogs
substituted on the C-3 and C-4 positions with amino, amido and sulfonamido groups (-
NH,, -NHCOC;Hs, -NHSO,CHj3, -NHSO,CH,CH3, -NHCONHCH,CHj3;, -NHCONH-
2.6-Cl,C¢H3, -NHCO,CH,CHj3), showed strong D; antagonistic activity [75, 80].
Results of the study indicated on far more significant substitution on C-3 (13 [75] than
on C-4 (14 [75]) position of 2 (SCH 39166) ligands for strong and selective D, receptor
antagonism. In addition, high selectivity over D, receptor was achieved with C-3
derivatisation while moderate selectivity over D, was observed in C-4 series. The most
representative compound, sulfonamido D; antagonist (13 [75]) showed even higher
affinity to D; receptor (K; = 0.5 nM) and selectivity over D,, D4, SHT,, and ap,
receptors compare to parent drug 2 (SCH 39166) while Ds affinity was somewhat
lower. This compound also posses improved pharmacokinetic profile and bioavailability
compared to 2 (SCH 39166) (rat AUC: 2486 ng/mL.hr and 156 ng/mL.hr for 13 [75]
and 2 (SCH 39166) respectively; rat bioavailability: 29% and 0.6% for 13 [70] and 2
(SCH 39166) respectively [75]). On the other side the position 4 of D-ring can tolerate
a wide variety of functional groups such as -CHO, -CH,OH, -CN, -CO;Me, -OH and
pyrrolidine-2-one wherein in addition to high D; antagonistic activity, selectivity over
D, receptor is also retained (15 [80]) (Figure 1). However, the most potent dopamine D,
antagonists from C-4 series were obtained by the introduction of an aromatic group at
the position 4 of the D-ring of 2 (SCH 39166). Almost every aromatic group including
phenyl (16 [80] D; K; = 0.2 nM), 2-thienyl (17 [80] D; K; = 0.9 nM), piridinyl (18 [80]
D, Ki = 0.3 nM) and indolyl (19 [80] D; K; = 0.6 nM) are well tolerated at the 4-
position. Regarding the D, selectivity it was observed that unsubstituted phenyl
derivative 16 [80], as well as 1H-Indol-5-yl (19 [80]) and 2-thienyl (17 [80]) derivatives
possess significant affinities for D, receptor (Figure 1). Among tested compounds
improved pharmacokinetic profile compared to 2 (SCH 39166) (AUC = 156 h pg/mL,
Chmax = 72 ng/mL, T = 0.5 h) showed 2-thienyl derivative, 17 [81] (AUC = 353 h
ng/mL, Cpax = 90 ng/mL, Ty = 2 h). Oxime analogs are also well tolerated in the

294



position 4 (20 [80] and 21 [80]). The most potent compound in this series is the O-
benzyl oxime 21 [80] with D; Kjof 0.2 nM and notably higher D, K; of 69 nM [80].

Besides this series of benzodiazepines, derivatives of alkaloids such as boldine,
predicentrine and /-(S)-stepholidine have been synthesized and examined as potential
D;-ligands [81,83].

The neuroleptic-like behavior of aporphine alkaloid 22 (boldine) suggested that it
may act as dopamine receptors antagonist. In vitro binding studies showed micromolar
nonselective D;- and D»-activity of 22 (boldine) while in vivo central antidopaminergic
activity was negligible (Figure 1) [81, 82]. Unlike apomorphine which typical agonist
activity is associated with R configuration at C-6a position, 22 (boldine) and its 9-O-
methylated analogue of 23 (predicentrine) share the S configuration and shows
antagonistic properties. The lack of 22 (boldine) activity in vivo could be related to its
unfavorable pharmacokinetics such as short plasma half-life of only few minutes
(Figure 1) [83]. Contrary, halogenated derivatives of 22 (boldine) and 23
(predicentrine) showing higher lipophilicity displayed increased affinity for the D;-like
receptors and higher selectivity over the D,-like receptors. The highest affinity for D,
receptor and selectivity over D, receptor among brominated, chlorinated and iodinated
22 (boldine) derivatives showed 3-iodo-boldine (D;, K; = 2 nM, Kj ratio D,/D; = 34)
[82, 83]. Similar behavior was noticed among halogenated 23 (predicentrine)
derivatives where 3-iodo-predicentrine [82] (D;, K; = 6 nM) displayed the highest
affinity as well as selectivity over D,-like receptors, being 140-fold more selective for
D;-like receptors. Unlike 3-bromo-boldine derivative, 24 (3-bromo-predicentrine)
[82] possesses higher affinity and selectivity but lower than 3-iodo-predicentrine
(Figure 1) [82].

Removing of hydroxy group and introducing methoxy group in benzene moiety of
25 (I-(S)-stepholidine) resulted in greater affinity and reversed function (from agonistic
to antagonistic) at D; receptor (26 [84]). These results were in accordance with
molecular docking studies at human D; receptor [84. The compound 26 [84] displayed
2.5-fold higher affinity for the D; receptor (K; = 2.53 nM) compared to 25 (I-(S)-
stepholidine) (D, K; = 6.23 nM) and binding affinities for D,, 5-HT;s, and 5-HT4
receptors (Figure 1) [84].

Conclusion

Based on the results of the studies novel selective D;/Ds antagonists, 8, 9 10, 11,
and 12 [68], were of particular interest in terms of their overall binding profiles for
dopamine D;/Ds receptors and aa-AR, improved pharmacokinetic properties compared
to their leads 1 (SCH 23390) and 2 (SCH 39166), and moderate binding affinity to the
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5-HT transporter (K; = 540 nM, 6220 nM, 842 nM, 2950 nM, and 137 nM, respectively
[68]. The indazole compound 12 in this series was identified as a potent D;/Ds ligand
[68]. Lead compound 2 has been in human clinical trials for a variety of diseases,
including schizophrenia, cocaine addiction, and obesity [68].
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Kratak sadrzaj

Istrazivanje novih lekova koji deluju kao selektivni ligandi za odredeno ciljno mesto i
tako usporavaju ili zaustavljaju patofizioloski process danas se smatra nedovoljno efikasnim u
razvoju lekova za kompleksna oboljenja nastala usled vise patofiziolo§kih procesa i promena u
nekoliko signalnih puteva. Najveci izazov predstavlja razvoj lekova koji specifi¢no modifikuju
aktivnost nekoliko izabranih ciljnih mesta dejstva, a istovremeno minimalno stupaju u
interakciju sa ostalim biomolekulima. Kompleksni patofizioloski procesi psihijatrijskih i
neurodegenerativnih oboljenja i interakcija neurotransmiterskih sistema su dva kljuc¢na razloga
za primenu strategije polifarmakologije (strategije multiplih ciljnih mesta) u razvoju efikasnih
lekova koji deluju na centralni nervni sistem. U ovom radu dat je pregled polifarmakoloskih
profila i potencijalne terapijske primene antagonista receptora koji pripadaju D; familiji
dopaminskih receptora.

Kljuéne reci: polifarmakologija, multitarget lekovi, dopaminski receptori
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Kratak sadrzaj

Vecina toksikoloskih studija i evaluacija rizika odnose se na pojedinacne hemikalije.
Medutim, u realnom okruzenju izloZeni smo istovremeno velikom broju hemikalija, §to ukazuje
da bi pri proceni izlozenosti i rizika trebalo posmatrati smeSe, a ne samo pojedinacne
hemikalije. Ovaj pregledni rad o toksikologiji hemijskih smesa pokriva vise stavki, od osnovnih
koncepata i terminologije zajednickog dejstva i interakcija hemikalija do razli¢itih modela za
ispitivanje toksi¢nosti smesa. Literaturni podaci ukazuju na ¢injenicu da izlozenost smeSama
koje sadrze niske nivoe hemikalija, nivoe koji su nizi od njihovih doza bez Stetnog efekta (No
observed adverse effect level - NOAEL) vrednosti, moze rezultirati toksi¢nim odgovorom bez
obzira da li komponente smese imaju ili ne slican nacin dejstva. Dati su i razli¢iti pristupi i
primeri koncepata i modela procene toksi¢nosti prioritetnih smesa iz realnog zivota, strategija i
smernice, kao i dalji izazovi.

Kljuéne reéi: smese, toksicnost, koncepti i modeli, interakcije komponenata
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Uvod

OkruZeni smo sa preko 50 miliona hemikalija, od kojih su neke prirodnog porekla
a mnoge je ¢ovek sintetisao ili izolovao iz razli¢itih izvora kako bi sebi omogucio Sto
bolji, savremeniji, udobniji Zivot. Bez brojnih hemikalija ne bismo mogli ni da
zamislimo opstanak, ali ne smemo zaboraviti da sve hemikalije nose sa sobom i
negativne, nezeljene a Cesto 1 toksi¢ne efekte po Coveka i Zivotnu sredinu. Svake godine
se na zemaljskoj kugli zabelezi preko 15 miliona slucajeva trovanja, od ¢ega preko 50%
¢ine trovanja dece. Pri tome znamo da su upravo akutna trovanja, uz kardiovaskularne
bolesti i karcinome, najc¢esci uzro€nici smrtnosti na nasoj planeti.

Poznato je da je covek joS od svojih prvih koraka shvatio da je okruzen i
supstancama koje mu mogu nauditi ali pri tome i pomo¢i u lovu i odbrani od
neprijatelja. Nije znao, naravno, da objasni uzrok toksi¢nosti na primer kukute, ugljen
monoksida, olova i1 drugih brojnih hemikalija, efekte koji one izazivaju u organizmu a
jo§ manje mehanizme njihovog dejstva na zivi svet. Trebalo je da prode mnogo godina
da bi se stekla ta znanja, pa je tako danas toksikologija multidisciplinarna nauka koja je
upravo zbog svoje obimnosti podeljena na niz grana, tj. disciplina. Danas posedujemo
brojna znanja o efektima koje pojedine supstance izazivaju pri akutnom trovanju, tj. pri
jednokratnoj izlozenosti ali i pri hroni¢noj izloZenosti celog radnog ili zivotnog veka.
Znamo neke od mehanizama toksi¢nosti, kao i ¢injenicu da Cak i izlozenost niskim
dozama odredenih hemikalija, posebno kroz duzi vremenski period moze toksi¢no
delovati na nervni sistem, endokrini sistem, a izvestan broj hemikalija moze ispoljiti i
genotoksi¢ni, mutageni efekat i dovesti do nastanka karcinoma.

Pa ipak, da 1li mozemo biti zadovoljni svim ovim znanjima koja danas
posedujemo? Mozemo slobodno re¢i — ne, i to ne samo zato Sto je ¢ovek beskrajno
radoznao u svojim saznanjima i istrazivanjima. Nama je cilj da svedemo rizik od
hemikalija po zdravlje ljudi 1 Zivotnu sredinu na minimum, tj. na prihvatljiv rizik.
Medutim, procena toksic¢nosti i rizika koje hemikalije predstavljaju po zdravlje ljudi i
zivotnu sredinu otezava 1 komplikuje €injenica da su ljudi u svakodnevnom Zivotu
izlozeni kompleksnim smeSama o Cijim toksicnim efektima imamo nedovoljno
podataka.

Evaluacija potencijalne opasnosti po zdravlje ljudi od izlozenosti smeSama
razli¢itih hemikalija predstavlja jedan od najveéih izazova u toksikologiji. Veliki broj
supstanci se istovremeno nalazi u ekosistemima, lancima ishrane i ljudskom tkivu,
uglavnom u niskim koncentracijama. Poznato je da se u organizmu svakog coveka moze
detektovati oko 300 hemikalija, i da ¢ak i nerodene bebe u svom organizmu imaju
hemikalije poreklom iz maj¢inog organizma.

U nau¢nim krugovima toksikologije se ve¢ niz godina ukazuje na tzv. ,koktel”
hemikalija kojima je izloZen Zivi svet, kao i1 na potrebu istrazivanja da li istovremena

305



izlozenost ve¢em broju hemikalija, iako prisutnim u niskim dozama, moze rezultirati
rizikom po zdravlje ljudi 1 ekosisteme.

Podela smeSa i medusobni efekti komponenata smesa

Postoje razliciti oblici smeSa i prema Agenciji za toksi¢ne supstance i registar
bolesti (Agency for Toxic Substances and Disease Registry - ATSDR) mozemo ih
podeliti na smeSe hemikalija koje se proizvode kao takve (razliite formulacije
pesticida, benzin, itd), smeSe koje nastaju kao nusprodukti razliCitih procesa poput
sagorevanja goriva, puSenja cigareta, i tzv. ,sluajne” smeSe koje se sastoje od
hemikalija koje poticu iz razli€itih izvora (1).

Medutim, u literaturi se mogu naé¢i i druge podele smesa. Tako ve¢ dugi niz
godina koristimo 1 podelu na jednostavne 1 slozene (kompleksne) smeSe (2).
Jednostavne smese su one koje se sastoje od relativno malog broja hemikalija (najcesée
manje od 10), pri ¢emu je njihov sastav poznat i kvalitativno 1 kvantitativno, a primeri
takvih smeSa su kokteli pesticida, grupa estara alil alkohola, kombinacije lekova.
Slozene smeSe se definiSu kao smeSe koje sadrze desetine, stotine ili ¢ak hiljade
hemikalija, €iji sastav kvalitativno i kvantitativno nije u potpunosti poznat, a primeri su
pijaca voda, pare koje nastaju pri zavarivanju, radna atmosfera, itd (2).

Smese takode mozemo podeliti i prema nacinu dejstva njenih komponenata, pa
tako razlikujemo smeSe Cije komponente imaju slican nacin dejstva i smeSe Cije
komponente ispoljavaju razli¢ite mehanizme dejstva. Kao primer prve grupe moZemo
navesti polihlorovane dioksine i furane (PCDD/Fs) s obzirom na ¢injenicu da ove
hemikalije reaguju sa istim ciljnim molekulama u organizmu, a moZe se pretpostaviti da
¢e se postiéi isti efekat ukoliko jednu hemikaliju u ovakvim smeSama zamenimo sa
ekvivalentnom dozom druge, pa su jo§ 1926. godine Loewe 1 Muischnek dali koncept
adicije doza, odnosno koncentracija (3). Siroku primenu ovog koncepta nalazimo u tzv.
faktoru ekvivalenta toksi¢nosti (toxicity equivalence factor - TEF), konceptu koji se
koristi u proceni rizika npr. PCDD/Fs, organofosfata. Ovaj koncept dozne aditivnosti
ukazuje da svi toksi¢ni agensi, prisutni u smesi u bilo kojoj koncentraciji, doprinose
ukupnoj toksi¢nosti smese, ¢ak ukoliko su prisutni i u koncentracijama koje su nize od
njihovih NOAEL vrednosti, odnosno i pri dozama individualnih komponenata koje ne
ispoljavaju toksi¢ne efekte. Za smeSe sa razliCitim nacinima dejstava komponenata se
smatralo da je efekat smeSe nezavisan od komponenata smese, na osnovu ¢ega se moze
izvesti zakljucak da se toksi¢ni efekti takve smeSe nece javiti sve dok doze pojedinac¢nih
sastojaka ne prelaze njihove NOAEL vrednosti (4). Medutim, literaturni podaci ukazuju
da ovakav pristup ima nedostataka, odnosno ukazuju na c¢injenicu da izlozenost
smeSama koje sadrze niske nivoe hemikalija, nivoe koji su nizi od njithovih NOAEL
vrednosti, moZe rezultirati toksicnim odgovorom bez obzira da li komponente imaju ili
ne slian nacin dejstva, odnosno empirijsko iskustvo ne moze podrzati pristup da su
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smese supstanci koje ne ispoljavaju slican efekat a prisutne su u nivoima ispod njihovih
NOAEL vrednosti, bezbedne (5). Tako je na primer u studiji ispitivanja toksi¢nih
efekata smese od 33 hemikalije koje se mogu podeliti u 3 grupe prema nacinu dejstva,
zaklju¢eno da je smeSa izazvala 50% smrtnosti riba iako su komponente bile u
koncentracijama ispod koncentracija bez efekta (No observed effect concentration -
NOEC) (6). U to vreme, pre 30 godina, dobijeni rezultat je doveden u sumnju, t;.
postavilo se pitanje tac¢nosti prethodno odredenih NOEC vrednosti, ali su kasnija
ispitivanja opovrgla ovu sumnju. U ispitivanju proliferacije ¢elija koriS¢enjem humanih
MCF-7 ¢elija kancera dojke, Payne i sar. (7) su pokazali da smesa 2 agonista estrogenih
receptora (dihlor-difenil-trihloretan - DDT 1 heksahlorcikloheksan) prisutnih u
koncentracijama koje odgovaraju 25-100% njihovih pojedinacnih NOEC vrednosti,
ispoljava toksi¢nost. Na isti zakljucak ukazuju i ispitivanja Walter i sar. (8) koji su
utvrdili efekat smeSe 11 zagadivaca prethodno dokazanih da izazivaju reproduktivnu
toksicnost algi. Primenjeni zajedno, u niskim koncentracijama koje su pojedinacno
ispoljavale do 1% efekta, izazvale su zajednicki efekat od 64%.

Pored ove dve grupe smesa, smeSa komponenata sa slicnim dejstvom i dejstvom
komponenata koje nije sli¢no, ve¢ pre nekih 50 godina, pioniri u istrazivanju smesa
(9,10) uvode kao trecu kategoriju interakcije, koje su definisane kao svi oblici
zajednickog efekta koji odstupaju od prethodno opisana dva, tj. ukazuju na
kombinovano dejstvo dve hemikalije koje moze biti jae (sinergizam, potenciranje,
supra-aditivnost) ili slabije (antagonizam, inhibicija, sub-aditivnost, infra-aditivnost) u
odnosu na efekat aditivnosti. Ono sa ¢ime se sigurno mozemo sloziti je da u organizmu
komponente u smesi mogu delovati nezavisno jedna od druge odnosno bez uticaja jedna
na drugu, pri ¢emu se njihove doze ili efekti adiraju, i da sa druge strane, komponente
smeSe mogu intereagovati, a mogu¢i mehanizmi nastanka interakcija podrazumevaju
hemijske, toksikokineticke i toksikodinamske interakcije. Tabela I daje prikaz
terminologije koja se najcesce koristi u studijama toksi¢nosti smesa (11).
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Tabela I

Terminologija koja se koriste u ispitivanju medusobnih uticaja hemikalija u smesi.

Table I Terminology used in joint action investigation of chemicals in mixture
Pojam Definicija
. Efekat smeSe je razli¢it od aditivnosti bazirano na uspostavljenom doza-
Interakcije T “
odgovor odnosu pojedina¢nih komponenata smese.
. Efekat smeSe se moze proceniti na osnovu zbira nivoa izlozenosti ili efekata
Aditivnost s .
pojedina¢nih komponenata smese.
Bez ociglednog Kada komponenta smese koja ne ispoljava toksi¢ne efekte na odredeni sistem
uticaja organa nema uticaja na toksi¢nost druge komponente na taj sistem organa.
. . Efekat smeSe je vecéi nego Sto se procenjuje za aditivnost na bazi toksi¢nosti
Sinergizam o .
pojedinacnih komponenata smese.
o Kada komponenta smese koja ne ispoljava toksi¢ne efekte na odredeni sistem
Potencijacija . N y o
organa pojacava toksi¢nost druge komponente smese na taj sistem organa.
) Efekat smeSe je manji nego Sto se procenjuje za aditivnost na bazi toksicnosti
Antagonizam o .
pojedinacnih komponenata smese.
Inhibicii Kada komponenta smese koja ne ispoljava toksi¢ne efekte na odredeni sistem
nhibicija . . “ o
! organa smanjuje toksi¢nost druge komponente smese na taj sistem organa.
Kada komponenta smese ima suprotne ili kompetitivne efekte u odnosu na
L. drugu komponentu smeSe na istom sistemu organa, pri ¢emu komponente
Maskiranje

smanjuju jedna drugoj efekat, ili pak jedna komponenta nadjacava efekat

druge.

Razli¢iti pristupi i ograni€enja pri ispitivanju toksi¢nosti smesa

Postoje dva osnovna pristupa u istraZzivanju smesa. Pristup ,.istraZivanja celih
smesa” u kojem se istrazuju kompleksne smese kao celine, dok se efekti pojedinanih
komponenata prisutnih u smeSama ne razmatraju. Ovaj pristup Kkoristan je za
istrazivanje specificnih smesa, ali ne daje uvid u to kako pojedinacne komponente

doprinose ukupnom efektu smesa.

Da bi se razumeo doprinos pojedinacnih

komponenata smeSe ukupnom efektu smeSe treba primeniti pristup koji se bazira na
analizi komponenata, odnosno pristup kojim se predvida efekat smeSe na bazi znanja o
efektima hemikalija koje ulaze u sastav smeSe, pri ¢emu je neophodno odgovoriti na
slede¢a pitanja: 1. Da 1i je moguce predvideti efekte smeSa na bazi podataka o
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toksicnosti pojedinacnih komponenata smese? 2. Moze li se ocekivati rizik pri
ekspoziciji ve¢em broju hemikalija prisutnih u niskim dozama? 3. Kolike su Sanse da ¢e
hemikalije reagovati jedna sa drugom dovodeéi do sinergizma i koji su to faktori koji
determiniSu potencijal za sinergisti¢ke interakcije itd.?

Tokom poslednjih decenija, predloZeno je viSe modela za procenu toksicnosti
smeSa, i to od tradicionalnih metoda ispitivanja pa do sofisticiranih, fizioloski-
zasnovanih toksikokinetickih modela, izobolograma ili analize doza/odgovor povrSine,
celokupne ili frakcione faktorske analize, itd (3). Sve one imaju prednosti ali i
nedostatke i ogranicenja.

Za procenu toksicnosti 1 ekotoksicnosti pri izloZenosti smeSama razliCitih
supstanci koje ne uti¢u jedna na drugu, odnosno ne stupaju u interakcije u osnovi se
mogu primeniti dva pristupa: ,,suma doza/koncentracija” i ,,suma odgovora/efekata” (1).
Pristup ,,suma doza/koncentracija” moze dati pouzdanu procenu kombinovanih efekata
komponenata koje imaju slican mehanizam delovanja, a nemaju uticaj jedna na drugu
na mestu efekta. Ovaj proces zasniva se na adiciji doza, odnosno koncentracija
komponenata smeSe, pri ¢emu se u obzir uzima njihova razli¢ita potentnost koris¢enjem
faktora relativne toksi¢nosti. Ovaj princip pretpostavlja da svaka hemikalija prisutna u
smesi, bez obzira na to u koliko maloj koli¢ini, doprinosi ukupnoj toksicnosti smese.
Pristup ,,suma odgovora/efekata” koristi se ukoliko hemikalije komponente smeSe
deluju razli¢itim mehanizmima toksi¢nosti ne uticu¢i jedna na drugu. Treba ista¢i da
prema ovom pristupu procene toksi¢nosti smeSa, komponente koje su u smesi prisutne u
dozama koje ne daju efekte ne doprinose ukupnoj toksicnosti smese. Medutim, ove dve
metodologije mogu dovesti do razli¢itih procenjenih rizika za istu smesu, $to moze biti
problem kada nije potpuno jasno za koji koncept se treba opredeliti. Osim toga, primena
koncepta aditivnosti u potpunosti zanemaruje javljanje interakcija medu hemikalijama u
smesi, mogucnost razvijanja jacih, odnosno slabijih efekata od ocekivanih na bazi
adicije doza ili odgovora, kao i moguénost razvijanja efekata koje pojedinacne
komponente ne bi ispoljile. Stoga je razvijen objedinjen koncept koji je u skladu sa obe
predlozene forme aditivnosti, a u obzir uzima i mogucnost nastanka interakcija izmedu
komponenata smeSe. Ovaj koncept koristi statisticki model koji se bazira na osnovnoj
definiciji aditivnosti koju je dao Berenbaum (12). Prema ovoj definiciji:

> xi/Ei=1, gde i ima vrednosti od 1 do ¢

u kombinaciji ¢ hemikalija, Ei predstavlja koncentraciju/dozu i-te komponente
koja dovodi do fiksnog odgovora, dok xi predstavlja koncentraciju/dozu i-te
komponente u kombinaciji sa ¢ hemikalijama koja daje isti takav odgovor. Prema tome,
ako je leva strana jednaka 1, supstance ne stupaju u interakcije, ukoliko je <1 radi se o
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odgovoru koji je ve¢i od aditivnog odnosno o sinergizmu, a ako je »1 u pitanju je
odgovor manji od aditivnog odnosno radi se o antagonizmu.

Postoje brojne mogucnosti statisticke obrade podataka pri proceni interakcija
izmedu komponenata smeSe koje podrazumevaju faktorsku analizu, doza - efekat
analizu povrSine 1 statisticke metode za testiranje odstupanja od aditivnosti (3,13).
Statisticki modeli za testiranje odstupanja od aditivnosti korisni su u detekciji i
karakterizaciji interakcija izmedu komponenata smeSe, a baziraju se na osnovnom
konceptu da interakcije izmedu komponenata smese dovode do promena u nagibu krive
doza - odgovor jedne komponente u prisustvu druge (13). Ovaj koncept zasniva se na
pretpostavei da ukoliko postoje interakcije izmedu komponenata smese, nagib krive
odnosa doza - odgovor hemikalije se menja u prisustvu jedne ili viSe drugih hemikalija
komponenata smeSe. Obrnuto, ako se nagib krive doza odgovor ne menja u prisustvu
druge supstance onda hemikalije ne intereaguju tj. kombinuju se aditivno (13,14).
Graficki prikaz ovog koncepta dat je na Slici 1.

3 A+B

sama
supstanca A

sama
supstanca A

Odgovor
Odgovor

Efekat -»>
same
supstance B

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Doza supstance A Doza supstance B

Slika 1. A. Odsustvo promena u nagibu izmedu krive doza-odgovor za supstancu A i krive
doza-odgovor za supstancu A u prisustvu jedne doze supstance B ukazuje na
odsustvo interakcija. B. Promena u nagibu izmedu krive doza-odgovor za
supstancu A i krive doza-odgovor za supstancu A u prisustvu jedne doze

supstance B ukazuje na interakcije izmedu supstanci A i B.

Figure 1. A. No slope change between dose-response curve for substance A and dose-
response curve for substance A in the presence of one dose of substance B
indicate no interaction. B. Change of slope between dose-response curve for
substance A and dose-response curve for substance A in the presence of one dose

of substance B indicate interaction.
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Pored cinjenice da svaki od modela za procenu toksi¢nosti smese ima i svoja
ogranicenja, jo§ jedan problem vezan za ispitivanje toksi¢nosti smesa je ¢injenica da se
vecina studija toksi¢nosti smese bavi ispitivanjima toksi¢nosti visokih doza smeSe koje
sadrze nekoliko komponenti, dok je vec¢ina stvarnih izloZenosti ljudi u zivotnoj sredini
zapravo izlozenost smeSama koje sadrze brojne komponente, ali u niskim
koncentracijama. Stoga se prilikom ekstrapolacije podataka dobijenih u takvim
studijama javljaju izvesne nesigurnosti, a dodatni problem predstavlja Cinjenica da i
odabir doza 1 koncentracija komponenata smeSe moZe imati uticaj na potencijalne
interakcije izmedu komponenata smesa, pa samim tim i na njenu toksi¢nost. Na osnovu
dostupnih literaturnih podataka moze se cak zakljuciti da se znaCajne toksi¢ne
interakcije izmedu komponenata smeSe mogu ocekivati u dozama koje su ispod doza
koje daju efekte kada se radi o pojedina¢nim supstancama, ¢ak 1 viSe nego pri visokim
dozama (15).

Pitanje toksikoloSke procene rizika smesa postaje posebno kompleksno ukoliko
zelimo da izvrSimo realnu projekciju izloZenosti, s obzirom na ¢injenicu da su 1 ljudi, ali
1 ostali organizmi, izloZeni multi-komponentnim smesama hemikalija prisutnih u nasem
okruzenju - vodi, vazduhu, zemljiStu, hrani i1 razli¢itim predmetima opSte upotrebe.
Problem postaje jos slozeniji ukoliko su to smeSe koje nemaju u potpunosti definisan
sastav, §to je u realnom Zivotu Cest slucaj.

Aktuelna istraZivanja u oblasti toksikologije smese

Toksi¢nost smeSe jedna je od velikih nepoznanica toksikologije, posebno ukoliko
se u obzir uzme Cinjenica da su istrazivanja ukazala na prisustvo velikog broja
hemikalija u naSem organizmu. Tako je 2009. godine Centar za kontrolu i1 prevenciju
bolesti (Centers for Disease Control and Prevention - CDC) objavio ¢etvrti nacionalni
izvestaj o izloZenosti hemikalijama iz Zivotne sredine (16) koji predstavlja najdetaljniju
procenu izlozenosti populacije SAD hemikalijama iz zivotne sredine. Tom prilikom
utvrdeno je prisustvo 212 hemikalija u ljudskoj krvi ili urinu medu kojima su se nalazila
brojna organohlorna jedinjenja i toksi¢ni metali. Naravno, sama detekcija ovih supstanci
u organizmu ne znaci nuzno da ¢e ove hemikalije u organizmu dovesti do toksi¢nih
efekata, ali ovi podaci daju jos jednu potvrdu znacaja toksikoloskog istrazivanja ,,koktel
efekta” prisutnih smesa u nasem organizmu.

Do sada su istrazivanja toksikologije smeSa uglavnom obuhvatila grupe jedinjenja
kao Sto su toksi¢ni metali, organski rastvaraci, perzistentni organski zagadivaci,
pesticidi, te su predloZeni i profili interakcija slede¢ih smeSa: arsen, kadmijum, hrom,
olovo; benzen, toluen, etilbenzen, ksilen; olovo, mangan, cink, bakar; perzistentne
hemikalije prisutne u mleku dojilja; perzistentne hemikalije u ribama; trihloretilen,
dihloreten 1 tetrahloretilen; cezijum, kobalt, polihlorovani bifenili, stroncijum,
trihloretilen; arsen, hidrazini, mlazno gorivo, stroncijum-90, uranijum; atrazin,
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deetilatrazin, diazinon, nitrati, simazin; hlorpirifos, olovo, Ziva, metil-ziva. Toksi¢nost
navedenih smeSa je razmatrana na osnovu literaturnih podataka o toksi¢nosti pojedinih
komponenata smeSe, kao i razliCitih kombinacija komponenata smeSe, smeSe su
definisane na osnovu njihovog toksikoloskog znacaja koji je ocenjen kao prioritetan
(17).

U novijoj luteraturi se moZze naci i odreden broj radova koji se bave ispitivanjem
dvokomponentnih smeSa, 1 to ispitivanjem toksi¢nosti smeSa koje sadrze dva
predstavnika jedne grupe hemikalija, kao §to su na primer metali (18,19), ali i
ispitivanja smeSa koje sadrze komponente razliCitth toksikokinetickih i
toksikodinamickih osobina, cCesto sa ciljem definisanja medusobnih efekata
komponenata, prisustva i tipa interakcija medu komponentama na mestima toksi¢nog
dejstva smesa (20,21,22,23).

Smernice u oblasti toksikologije smeSa

Imaju¢i u vidu znacaj toksikologije smeSa, brojne medunarodne organizacije
razvijaju smernice i okvire za procenu rizika od smeSa. Tako, ATSDR kao i druge
relevantne organizacije poput Agencije za zaStitu zivotne sredine (Environmental
Protection Agency - EPA), Nacionalnog instituta za bezbednost i zdravlje na radu
(National Institute of Occupational Safety and Health - NIOSH) razvijaju razlicite
kriterijume, vodice ili regulativu u ovoj oblasti. Evropska komisija je 2009. godine dala
pregled naucnog i regulatornog stanovista o toksikologiji smeSa i preporuke o
potrebnim aktivnostima za dalja istrazivanja u ovoj oblasti u svom IzveStaju o
toksicnosti smeSa (State of the Art Report on Mixture Toxicity) (24). Na znacaj
problematike toksikologije smeSa ukazuju 1 aktivnosti Svetske zdravstvene organizacije
koja je 2007. godine u saradnji sa Internacionalnim programom o bezbednosti
hemikalija (International Program on Chemical Safety) organizovala konferenciju ¢iji je
cilj bio da analizira trenutno stanje u ovoj oblasti i predlozi dalje korake. Izvestaj sa
ovog sastanka sadrzao je detaljan predlog smernica koje se i danas koriste u ovoj oblasti
(25). Ove smernice su podrzale i druge relevantne organizacije, kao $to su Organizacija
za ekonomsku saradnju i razvoj (The Organisation for Economic Co-operation and
Development - OECD) i Naucni institut za ispitivanje zdravlja ljudi i Zivotne sredine
(Health and Environemntal Science Insitute - HESI). Okvir se bazira na hijerarhijskom
pristupu koji ukljucuje razmatranje hazarda i ekspozicije u vise razli¢itih nivoa, pri
¢emu je svaki slede¢i nivo ,,prefinjeniji” odnosno sigurniji ali zahteva viSe rada i viSe
dostupnih podataka, a postavljeni okviri testirani su i donekle revidirani u istrazivanjima
koja su usledila (26).

Iako je poslednjih decenija uloZzen ogroman napor znacajnih organizacija ali i
pojedinaca u okviru toksikologije da se odgovori na pitanje da li istovremena izloZenost
niskim dozama razli¢itih hemikalija predstavlja rizik po ljudsko zdravlje 1 Zivotnu
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okolinu, na mnoga pitanja tek treba dati odgovor. Sigurno je da ne mozemo ocekivati da
se ispitaju sve smeSe kojima smo okruzeni, imaju¢i u vidu beskrajne kombinacije i to
razli¢itih doza 50 miliona hemikalija kojima smo okruzeni. Pa ipak moramo naci nacin
da bar delimi¢no odgovorimo koliki toksikoloski i1 ekotoksikoloski rizik nose smese iz
naseg okruzenja: kozmeticki proizvodi, sredstva za zastitu bilja, hemikalije koje se
emituju pri razli¢itim procesima proizvodnje, transporta, reciklaze, spaljivanja ili nekog
drugog postupka unistavanja, ali i brojnih hemikalija koje se nalaze u vodi, vazduhu,
zemljiStu, hrani, bioti i humanom tkivu kao rezultat emisije iz razli€itih izvora.
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Summary

The vast majority of toxicity studies and risk assessments deals with single chemicals. In
reality, however, humans are exposed simultaneously to a large number of chemicals, indicating
that exposure assessment and safety evaluation should focus on mixtures rather than on single
chemicals. This review on the toxicology of chemical mixtures covers widely varying issues,
ranging from the basic concepts and terminology of joint action and interaction of chemicals to
different designs for studying the toxicity of mixtures. Literature data indicate that exposure to
mixtures which contain low levels of chemicals, levels lower than their no observed adverse
effect levels (NOAELSs), can exert toxic effects whether their components have similar modes of
action or not. Different approaches and examples of studies on priority real-life mixtures,
strategy and guidelines for mixture risk assessment as well as challenges ahead are also
presented.

Key words: mixtures, toxicity, concepts and models, interactions of components
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Kratak sadrzaj

Morska voda, so i mulj koriste se od davnina u tretmanima za ulepSavanje, ali se njihovi
aktivni sastojci tek od nedavno koriste za izradu kozmetickih proizvoda. Kozmeticke sirovine
poreklom iz mora najviSe se dobijaju iz algi i mikroalgi, mikroorganizama, sundera i korala.
Egzopolisaharidi su novije kozmeticke sirovine koje proizvode morski mikroorganizmi. Navodi
se da oni Stite kozu od Stetnih spoljasnjih uticaja, daju joj mekocu i smanjuju fine linije.
Ekstrakti mikroalgi deluju antioksidantno i podstic¢u sintezu kolagena tipa 1. Ekstrakt korala sa
pseudopterozinima se koristi za umirivanje koze, dok su morski sunderi jedan od najvecih
alternativnih izvora za dobijanje kolagena. Od svih sirovina poreklom iz mora, alge su najvise
istraZzene i imaju najveci potencijal. 1z algi se dobijaju karagen, agar i alginati, koji se koriste
kao humektansi, uguscivaci i gelirajuca sredstva. Aktivni sastojci ekstrakata algi (polisaharidi,
proteini, vitamini, minerali) hidriraju kozu, smanjuju fine linije, Stite kozu od UV zraka,
smanjuju crvenilo koze, a koriste se i u kozmeti¢kim proizvodima za smanjenje celulita.

Kljucne reci: kozmeticke sirovine/sastojci iz mora, alge, sunderi, korali, nega koze
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Uvod

Vise od 70% povrSine zemaljske kugle je prekriveno okeanima i morima, u
kojima zivi preko 90% organizama prisutnih na planeti. Morski organizmi su prirodni i
obnovljiv izvor sastojaka, veoma razli¢itih strukturnih i funkcionalnih karakteristika,
koji danas nalaze veoma veliku primenu u kozmetickoj, farmaceutskoj i prehrambenoj
industriji (1-3).

Sirovine poreklom iz mora veoma su popularne u savremenoj kozmetologiji, jer
asociraju na svezinu, ¢isto¢u i lepotu. Sastojci iz mora se odavno koriste za izradu
sapuna, razli¢itih proizvoda za ¢iS¢enje i negu koZe, Sampona, proizvoda za brijanje.
Cak i pesak i mulj, sa dna mora ili okeana, nalaze svoje mesto u izradi kozmetickih
proizvoda (1).

Najdublji delovi okeana i mora bogati su brojnim organizmima, koji su razvili
zaStitne mehanizme prema ekstremnim temperaturama, pH vrednostima i UV zracenju.
Oni su izvori veoma razliCitih sastojaka (vitamini, minerali, amino-kiseline, proteini,
Seceri, lipidi, terpenoidi, polifenoli, polisaharidi, enzimi, pigmenti i dr.), koji na kozi
mogu da ispolje regenerativno, emolijentno, vlazece, antioksidantno i zaStitno
delovanje. S druge strane, sirovine poreklom iz mora, kao $to su npr. karagen, agar,
alginati mogu da doprinesu lepSem izgledu i vecoj stabilnosti kozmetickih proizvoda
(4). Biotehnoloski procesi, za dobijanje prirodnih sirovina na industrijskom nivou, sve
viSe se usavrSavaju, Cime se Stiti autenticnost sredine i1 sprecava naruSavanje ili
unistavanje prirode (1).

U kozmetickim proizvodima, od sirovina poreklom iz mora, najvise se koriste
morska voda 1 so, mulj, ekstrakti algi, mikroalgi i korala, polisaharidi mikroorganizama
i,,morski” kolagen.

Morska voda, so i mulj

Morsku vodu i morsku so jos su stari Rimljani koristili za talasoterapiju (terapija
morskom vodom). Prisutni minerali u morskoj vodi su fosfor, magnezijum, cink,
gvozde, mangan, hrom, selen, jod i kalijum, za koje se smatra da mogu imati
blagotvorno dejstvo na kozi (1, 3). Morska voda i1 so iz Mrtvog mora sadrZze visoke
koncentracije bromida i magnezijuma. Litar ove vode sarzi ¢ak 35% mineralnih materija
(3, 5). Morska so se naro€ito koristi u izradi kozmeti¢kih proizvoda za piling, a za
prisutne minerale se veruje da mogu uticati na cirkulaciju u kozi (1). So dobijena
isparavanjem morske vode (INCI: Sea salt) koristi se u proizvodima za kupanje i
tretmane u tzv. spa centrima, u tonicima, kremama za lice i maskama za kosu.
Preporucene koncentracije za upotrebu su 1-20% (6).

Morski mulj (INCI: Silt) se sakuplja sa morskog dna 1 sastoji se od finih,
mikroniziranih cestica koje se taloze vekovima. Sadrzi veliku koli¢inu aluminijum-,
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gvozde- 1 magnezijum-silikata, u kristalnom i amorfnom obliku, sulfata i karbonata,
kvarcnog peska, mike (engl. mica), oligoelemenata, Sto se dovodi u vezu sa
moguénoscu da morski mulj pospeSuje regeneraciju koze. Okluzija, koja se stvara
nanoSenjem mulja na kozu, povecava temperaturu na tom mestu, utice na cirkulaciju i
moze doprineti boljem delovanju kozmetic¢ki aktivnih sastojaka. Mulj ima i veliku
mogucénost adsorbcije, pa se koristi i u proizvodima za masnu kozu. Najvise je
zastupljen u maskama za lice, sapunima, proizvodima za smanjenje celulita,
proizvodima za piling. U maskama za lice, morski mulj se ¢esto kombinuje sa glinom

(7.

Morski mikroorganizmi

Egzopolisaharidi (EPS) su polisaharidi koje stvaraju enzimi prisutni na ¢elijskom
zidu morskih bakterija, a sekretuju ih u spoljas$nju okolinu. Egzopolisaharidi pomazu
bakterijama da prezive na velikoj dubini mora i okeana, pri ekstremno niskoj
temperaturi, visokom pritisku i minimalnoj koli¢ini svetlosti. Koli¢ina proizvedenih
egzopolisaharida zavisi od bakterijske vrste koja ih proizvodi (8, 9).

Alteromonas macleodii je aerobna, nefermentativna, neluminiscentna, gram-
negativna bakterija. Moze da se razvija i pri normalnom atmosferskom pritisku, $to je
velika prednost, s obzirom da je problemati¢an opstanak organizama iz velikih dubina
mora u uslovima koji vladaju na povrsini (9). Alteromonas Ferment Filtrate je INCI
naziv za kozmeti¢ku sirovinu — filtrat (Exo H'™, Lucas Mayer Cosmetics, Kanada), koji
se dobija tako Sto u odredenom medijumu za rast Alteromonas macleodii izaziva
fermentaciju (10). Supernatant nakon fermentacije sadrzi aminokiseline i mle¢nu
kiselinu, koje se primenjuju u kozmetickim proizvodima namenjenim za hidrataciju
koze (11).

Jedan od glavnih razloga za upotrebu egzopolisaharida u kozmeti¢kim
proizvodima je visok sadrZaj uronskih kiselina (glukuronska i1 galakturonska kiselina)
(12). Na svetskom trziStu se mogu naci razliCiti egzopolisharidi za kozmeticku
upotrebu, a jedan od njih je 1 Hyadisine® (INCI: Aqua, Pseudoalteromonas,
Exopolysaccharides, Citric acid), proizvodaca Lipotec, Spanija, dobijen biotehnoloskim
postupkom. Hyadisine® je ,,morska” alternativa hijaluronskoj kiselini, jer kao glavnu
komponentu sadrzi glukuronsku kiselinu, koja ulazi i u sastav hijaluronske kiseline.
Proizvoda¢ navodi da Hyadisine® ima i trenutni i produZen efekat hidratacije koze, a
odredena in vitro 1 in vivo ispitivanja su pokazala da ima cak vec¢i afinitet za vezivanje
vode od hijaluronske kiseline. U in vivo studiji, koju je sproveo proizvodac, ucestvovalo
je 20 ispitanica, prosecne starosti 44,3 godine. Placebo krem je nanosSen na desnu stranu
lica, a krem sa 0,1 % Pseudoalteromonas egzopolisaharida na levu stranu lica tokom 20
dana, dva puta dnevno. Hidratacija koze je merena korneometrom CM 825
(Courage + Khazaka electronic GmbH, Keln, Nemacka) nakon 2 i 8 sati, kao i 20-og
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dana po nanoSenju krema. Proizvoda¢ navodi da su u ovom ispitivanju zabelezena
znacajna povecanja hidriranosti koze upotrebom krema sa 0,1% Pseudoalteromonas
egzopolisaharida, u odnosu na placebo krem. Dobijeni rezultati su pokazali da je
vlaznost koze povecana za 36,8% nakon 2h nanoSenja krema sa 0,1% Psudoalteromonas
egzopolisaharida, 30,8% nakon 8h i 37,2% nakon 20 dana (13).

U drugom in vivo ispitivanju, u kome je ucestvovalo 10 ispitanica, pokazano je da
krem sa 5% Hyadisine® moze da smanji fine linije oko o&iju za 33% nakon 15 dana i
44% nakon 30 dana upotrebe, ako se krem nanosi dva puta dnevno. Ovi rezultati su
dobijeni pravljenjem silikonskih otisaka koze oko o¢iju i1 njihovom analizom
konfokalnim mikroskopom (13).

Mikroalge

Za razliku od velikog broja makroalgi, samo se nekoliko vrsta mikroalgi koristi
kao sirovina u kozmetologiji. Mikroalge sadrze vitamine, pigmente, proteine i druge
sastojke koji nalaze primenu u kozmetologiji. Prema navodima odredenih proizvodaca,
ekstrakti mikroalgi mogu da uticu na smanjenje oksidativnog stresa celije, Sto je
znacajno dejstvo u kozmetickim proizvodima sa oznakom ,antiaging”. Izvori
antioksidanasa su mikroalge Chlorella vulgaris, Nannochloropsis oculata,
Phaeodactylum tricornutum, Porphyridium cruentum (14).

Phaeodactylum tricornutum je mikroalga, rasprostranjena u priobalnim vodama
Mediterana, Velike Britanije, Baltika 1 Kariba. Ekstrakt Phaeodactylum tricornutum je
veoma bogat polinezasi¢enim masnim kiselinama. Ovaj ekstrakt moze da utie na
sintezu cerebrozida 1 ceramida 4, 5 1 6 1 na kozi ostvaruje hidrirajuce efekte. Na trziStu
se mogu na¢i kozmeticke sirovine, kao §to su Depollutine® (Soliance, Francuska) i
Megassane® (Impag, Svajcarska), koje sadrze ekstrakt Phaeodactylum tricornutum.
Depollutine® (INCI: Aqua, Arginine PCA, Phaeodactylum tricornutum extract) je
kozmetiCka sirovina sa anti-age delovanjem u koncentracijama 1-3% (15). Proizvodac
navodi da Megassane® (INCI: Caprylic/Capric Trigliceride, Phaeodactylum
Tricornutum extract, Tocopherol) §titi proteine koze od UV zraka, revitalizuje kozu 1
ima anti-age efekat. Preporudena koncentracija Megassane® u kozmetickim
proizvodima je 0,1-0,3% (16).

Porphyridium cruentum spada u red crvenih mikroalgi. Sadrzi polisaharide sli¢ne
humanim glikozaminoglikanima (GAG), koji imaju sposobnost da obrazuju tanki
zadtitni film na koZi. Porphyraline SP® (INCI: Porphyridium Cruentum extract),
proizvoda¢a Impag, Svajcarska, preporutuje se zbog vlaZenja povrsine koZe, jer
obrazuje nevidljiv film na koZi 1 §titi je od spoljasnjih uticaja (16). Liftonin®-xpress 4
(INCI: Hydoxypropyl Methylcellulose, Pullulan, Porphyridium Cruentum Extract),
proizvodaéa Rahn, Svajcarska je liofilizat crvene alge Porphyridium cruentum koji
hidrira kozu 1 smanjuje dubinu finih linija. U in vivo studiji, koju je sproveo proizvodac
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Rahn, ucestvovao je 21 dobrovoljac, kavkaskog tipa koze, starosti izmedu 49 i 64
godine (prosecna starost 59 godina). Na zonu oko jednog oka nanoSen je gel sa 3%
Liftonin®-xpress-a 4. Isti gel, bez Liftonin®-xpress-a nanosen je na fine linije zone oko
drugog oka. Dubina finih linija merena je 3D optickim PRIMOS uredajem, pre i 1h
posle primene gelova. Rezultati su pokazali da je dubina finih linija smanjena za 31%,
a hrapavost koZe za 12% nakon jedne primene gela sa 3% Liftonin®-xpress-a 4 (17).

Porphyraline SP® i Liftonin®-xpress 4 se preporucuju u proizvodima u
koncentraciji 0,5-3 %, za poboljSavanje glatkoce i1 vlaznosti povrSinskih slojeva koze
(17).

Nemacka kompanija Evonik proizvodi standardizovani ekstrakt mikroalge
Cyanidium caldarium, pod zadti¢enim nazivom TEGO® Stemlastin. Esktrakt sadrzi
minerale, aminokiseline, polifenole i1 7y-aminobuternu kiselinu. Prema navodima
proizvodata, TEGO™ Stemlastin vraéa kozi mladalacki izgled i smanjuje znakove
hronoloSkog starenja, a preporucuje se, u koncentracijama 1-5%, za izradu kremova,
maski i seruma za lice (18, 19). Rezultati sprovedenih ispitivanja su pokazali da prirodni
u/v krem sa 3% TEGO®™ Stemlastin-a, koji je stabilizovan upotrebom emulgatora
gliceril stearat citrata (Axol® C62 pellets, proizvodac¢a Evonik, Nemacka) ima lep izgled
1 dobru fizicku stabilnost u toku Sest meseci skladiStenja na sobnoj temperaturi (20).

Alge

Tradicionalna klasifikacija algi zasnovana je na boji njihovog talusa, pa su na
osnovu toga razvrstane u sledece glavne grupe: crvene (Rodophyta), mrke (Pheophyta),
zelene (Chlorophyta) i plavo-zelene (Cyanophyta) (2, 21). Crvene i mrke alge imaju
najve¢i znacaj u kozmetickoj industriji. U formulacijama kozmetickih proizvoda
uglavnom se nalaze tecni ekstrakti algi, dok su alge u obliku praska (osusSene i sprasene
alge) manje zastupljene. Brojni agresivni fizickohemijski postupci, pri izolaciji i
preciS¢avanju aktivnih sastojaka iz algi mogu da dovedu do uniStavanja ili nezeljenog
modifikovanja aktivnih sastojaka. Ekstrakcija omogucava izolovanje najveceg broja
aktivnih sastojaka: vitamina, proteina, minerala, lipida, pigmenta i drugih. Pod opstim
INCI nazivom ,,Algae Extract” moguce je naci Sirok opseg ekstrakata iz razli¢itih vrsta
(makro- 1 mikro-) algi. Ovi ekstrakti se upotrebljavaju u kozmeti¢kim proizvodima za
vlazenje koze, anti-age proizvodima, za smanjenje crvenila koze lica, za tretiranje
delova tela sa celulitom, kao i za zaStitu od UV zraenja (2, 21).

Najznacajniji sastojci iz crvenih algi su: agar, karagen, fikobiliproteini,
polinezasi¢ene masne kiseline i terpeni.

Agar (INCI: Agar) se uglavnom dobija iz vrsta algi Gracilaria i Gelidium. Koristi
se kao gelirajuce sredstvo, ugus¢iva¢ i kao sredstvo za stabilizaciju kozmetickih
emulzija (22).

320



Karagen (INCI: Carageenan) se dobija iz algi Gigartina stellata 1 Chondrus
crispus. U kozmeti¢kim proizvodima se upotrebljavaju natrijum-, kalijum-, kalcijum- i
magnezijum-karagenati. Koriste se u gelovima i krem-gelovima za negu koze i kao
ugus¢ivai u mutnim pastama za zube, nekim Samponima i odredenim vrstama
kozmetickih losiona (22).

Arct'Alg® (INCI: Chondrus Crispus (Carrageenan) extract), proizvod firme
Biotech (SAD), je ekstrakt iz crvene alge Chondrus crispus. U sastav ove alge, osim
polisaharida karagena, ulaze i taurin, antioksidansi floridozidi i peptid L-citruril-L-
arginin. Suva masa crvenih algi sadrzi do 10% L-citrulil-L-arginina. L-citrulin ulazi u
sastav prirodnog vlazeceg faktora koze - NMF (engl. Natural Moisturizing Factor), koji
se nalazi u korneocitima u obliku granula. Arct’Alg® se koristi (1-5%) u kozmetickim
proizvodima za vlazenje i zastitu koze lica i tela (23, 24).

Najznacajnija jedinjenja, koja se dobijaju iz mrkih algi, a ulaze u sastav
kozmetickih proizvoda su: alginati, fukoidani, florotanini 1 fukoksantin. Najces¢e vrste
mrkih algi, koje se koriste za dobijanje kozmetickih sirovina su Saccharina longicruris,
Fucus vesiculosus, Laminaria digitata, Pelvetia canaliculata 1 Undaria pinnatifida (25).

Alginati su derivati alginske kiseline, polimera manuronske i glukuronske kiseline
i imaju primenu kao ugus¢ivaci. U kozmetickim proizvodima se najceS¢e koristi
natrijum alginat (INCI: Algin). U maskama za lice, gelovima za kosu i Samponima,
natrijum alginat se koristi u koncentraciji 2-6%, a u pastama za zube 0,5-1%. Alginati
su 1 humektansi, povecavaju koli¢inu vode u kozi i tako imaju uticaj na njenu
hidrataciju (22, 26).

Fukoidani su sulfatni polisaharidi, koji sadrze fukozu, a ekstrahovani su iz Fucus
versiculosus, Ecklonia kurome i Pelvetia canaliculata. Imaju sposobnost da formiraju
film na kozi i1 kosi, zadrzavaju neophodnu vlagu, pa se nalaze u proizvodima za
hidrataciju koze, Samponima i1 kondicionerima za kosu (21). Tajvanska kompanija Hi-Q
je iz mrkih algi specijalnim biotehnoloskim postupkom dobila fukoidan niske
molekulske mase (< 500 Da), koji je plasirala na trziSte pod nazivom FucoSkin. Prema
navodima proizvodaca, oligofukoidan ima mnogo bolje efekte na kozi od fukoidana
makromolekulske strukture, u smislu smanjenja finih linija, povecanja elasti¢nosti i
sadrzaja vlage u kozi (27).

Florotanini su fenolna jedinjenja, koja se nalaze jedino u strukturi mrkih algi.
Ispitivanja koja se sprovode pokazuju da su florotanini vrlo efikasni u ,hvatanju”
slobodnih radikala, imaju antioksidantnu ulogu i Stite kozu od UVA i UVB zraka (21).

Fukoksantin je najznacajniji karotenoid, izolovan iz mrkih algi, sa
antioksidantnim 1 zaStitnim dejstvom od UV zracenja. Takode, fukoksantin ima
pozitivan efekat na izbeljivanje hiperpigmentirane koze (26).
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Fucus vesiculosus je mrka alga, koja se u kozmetickim proizvodima koristi zbog
visokog sadrzaja alginata (do 40%), polisaharida (do 60%), fukosterola, vitamina i
minerala (13-23%). Ekstrakt Fucus vesiculosus-a moze se koristiti u koncentraciji 1-
10%, u kozmetickim proizvodima za smanjenje crvenila koZe, hidrataciju, anti-age 1
proizvodima za smanjenje celulita (28). Francuska kompanija Seppic proizvodi tecne
ekstrakte Fucus vesiculosus-a: Phycol FV™ (INCI: Aqua, Propylene glycol, Fucus
vesiculosus extract) i Superphyco-D BG PF™ (INCI: Aqua, Butylene glycol, Algae
extract), koji su rastvorljivi u vodi i1 Oleaphycol FV™ (INCI: Caprylic/Capric
Triglyceride, Fucus vesiculosus extract), koji je rastvorljiv u ulju (29).

Sunderi i korali

Ekstrakt dobijen iz mekog korala Pseudopterogorgia elisabethae Koristi se veé
nekoliko godina kao aktivni sastojak kozmetickih proizvoda za smanjenje crvenila koze.
Ekstrakt sadrzi pseudopterozine (diterpenpentoziglikozide), a preporucuje se u
kozmetickim proizvodima koji neguju kozu posle izlaganja suncu (1).

Od oko 7000 izolovanih morskih sirovina, 33% se dobija iz sundera, koji su
veoma vazan izvor razli¢itih sastojaka, posebno kolagena. Kolagen (poznat kao morski
kolagen), koji se dobija iz morskih organizama (riba, sundera, meduza), sadrzi visoku
koncentraciju 4-hidroksiprolina. Sadrzaj kolagena u sunderima varira od 6-16%.
PreciS¢eni morski kolagen dobijen iz sundera [Ircinia fusca identiCan je po strukturi
humanim kolagenima tip I i tip IV, pa moZe predstavljati bezbednu zamenu za
zivotinjski kolagen, koji se ne koristi u kozmetologiji (30).

Hymeniacidon heliophila, poznat 1 kao ,sunCani sunder”, bogat je
5-hidroksitriptofanom i moze da Stiti kozu od UV zrafenja. Ekstrakt Hymeniacidon
heliophila uti¢e na mikrocirkulaciju (tvrdi se da smanjuje tamne kolutove oko o€iju) i
deluje antioksidantno, te je sastojak anti-age proizvoda, proizvoda za negu koze oko
ociju i proizvoda za zastitu koze od sunca (1).

Zakljucak

Razli¢iti organizmi nastanjeni u morima i okeanima, pre svega alge, sunderi,
korali i mikroorganizmi, danas su znacajni izvori sirovina za kozmeti¢ku industriju.
Sastojci, poreklom iz mora su prirodni, a izvori za njihovo dobijanje su obnovljivi, §to
je od izuzetnog znacaja za ocuvanje Covekove okoline. Aktivni sastojci poreklom iz
mora (najceS¢e ekstrakti makro- 1 mikroalgi, ,,morski” kolagen, egzopolisaharidi iz
morskih mikroorganizama) mogu da ispolje razli¢ite kozmeticke efekte na kozi, pre
svega vlaZzenje koZe, antioksidantni efekat, smanjenje dubine finih linija, nega koze
posle suncanja, smanjenje crvenila koze lica. S druge strane, karagen, agar i alginati,
koji se dobijaju iz algi, takode su znacajni za kozmeti¢ku industriju kao ugus¢ivaci i
gelirajuca sredstva.
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Potrosaci su =zainteresovani za kozmeticke proizvode koji sadrze sastojke

poreklom iz mora, posebno za kremove 1 losione za negu koZe, koji sadrze morski
kolagen ili ekstrakte algi.
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Cosmetic ingredients from the sea
in skin care products
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Summary

Sea water, salt and mud have been used for centuries in beautification treatments, but
their active ingredients have become a recent challenge in formulating new cosmetic products.
Cosmetic ingredients which originate from the sea, are mostly obtained from algae, microalgae,
marine sponges, corals and microorganisms. Exopolysaccharides (EPS) are new cosmetic
ingredients produced by marine micro-organisms. They are used to protect skin from harmful
external influences, give it softness and minimize fine lines. Pseudopterosins, present in the
extracts of corals, are used to soothe the skin, while marine sponges are one of the major
alternative to animal-derived collagen. Algae have been the most researched group, with the
greatest potential among different sources of marine ingredients. Carrageenan, agar, and
alginates from algae act as humectants, thickeners and gelling agents. The active ingredients of
algae extracts (polysaccharides, proteins, vitamins, minerals) could hydrate, minimize fine lines,
protect the skin from UV radiation, decrease redness and cellulite.

Keywords: cosmetic ingredients from the sea, algae, sponges, corals, skin care
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Prilozi — Contributions

POVEZIVANJE INDUSTRIJE I UNIVERZITETA U NASTAVI
INDUSTRIJSKE FARMACIJE

Nastavnici 1 saradnici Katedre za farmaceutsku tehnologiju i kozmetologiju
Farmaceutskog fakulteta u Beogradu su u periodu 2013 — 2015. godina ucestvovali u
realizaciji projekta LIAT-Ph (Linking Industry and Academia in Teaching
Pharmaceutical Development and Manufacture) koji je finansiran u okviru programa
Erasmus+ Lifelong Learning. Koordinator projekta bio je Univerzitet u Dablinu, a
ucesnici su, pored Univerziteta u Beogradu, bili 1 Univerzitet u Ljubljani, Univerzitet u
Helsinkiju, Kralji¢in univerzitet u Belfastu i sedam kompanija: Amebis Ltd., APC Ltd.,
Innopharma Labs Ltd., Nacionalni institut za istrazivanje i obuku u oblasti
biotehnoloskih procesa, Pfizer Ltd. i Sigmoid Pharma Ltd. iz Irske i Brinox inzenjering
d.o.o. iz Slovenije.
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Cilj projekta je bio uspostavljanje saradnje izmedu univerziteta i farmaceutske
industrije usmerene ka unapredenju nastavnih sadrzaja i metoda nastave u oblasti
farmaceutske tehnologije i industrijske farmacije. U pocetnoj fazi rada, identifikovane
su kompetencije farmaceuta od znacaja za rad u razvoju i proizvodnji lekova i
sprovedena uporedna analiza nastavnih sadrzaja iz ove oblasti na nivou integrisanih
akademskih studija farmacije, kao 1 na nivou poslediplomskih doktorskih i
specijalistickih studija. Partneri iz industrije su pokazali zainteresovanost i spremnost da
doprinesu kreiranju nastavnih sadrzaja, ucestvuju u realizaciji nastave kao gostujuci
predavaci, kao i kroz organizaciju posete studenata i studentske letnje prakse.

U okviru projekta odrzana su tri zajedni¢ka intenzivna seminara za studente
doktorskih studija, uz uceS¢e nastavnika sa razliitih univerziteta i predavaca iz
industrije. Prvi intenzivni seminar, posveéen razvoju i proizvodnji bioloskih lekova
odrZzan je u Nacionalnom institutu za istrazivanje i obuku u oblasti biotehnoloskih
procesa u Dablinu. Organizator i domaéin Drugog intenzivnog seminara bio je
Univerzitet u Beogradu. Tema je bila ,,Razvoj 1 proizvodnja lekova u okviru QbD
koncepta”, a ucesnici su, pored predavanja, ucestvovali i u interaktivnim radionicama
posvecenim primeni eksperimentalnog dizajna u razvoju i proizvodnji lekova i1 primeni
racunarskih metoda simulacije gastrointestinalne apsorpcije lekova. Tre¢i intenzivni
seminar je odrzan na Kralji¢inom univerzitetu u Belfastu. Tema seminara su bile novine
u razvoju i proizvodnji ¢vrstih farmaceutskih oblika.

Razvijena su i Cetiri zajednicka onlajn kursa namenjena studentima doktorskih
studija 1 stru¢njacima zaposlenim u farmaceutskoj industriji. Teme kurseva su: (1)
Preformulaciona istrazivanja u razvoju ¢vrstih farmaceutskih  oblika, (2)
Eksperimentalni dizajn u farmaceutskoj tehnologiji, (3) Napredna ispitivanja brzine
rastvaranja lekovite supstance iz preparata, i (4) [zazovi u razvoju lekova za primenu u
veterini. Kursevi su dostupni na platformi za e-uc¢enje Farmaceutskog fakulteta u
Beogradu (uz prijavu preko veb stranice projekta).

Pored rada na razvoju nastavnih materijala, prepoznata je i potreba za promenom
nacina realizacije nastave i provere znanja. NaglaSen je znacaj primene metoda aktivnog
ucenja, zasnovanih na analizi i reSavanju problema iz prakse, kao i procena znanja koja
¢e obuhvatiti realne studije slucaja, te je u okviru projekta pripremljena zajednicka baza
pitanja zasnovanih na prikazu studija slucaja, za razli¢ite nivoe nastave.

U okviru projekta je realizovana i letnja praksa studenata doktorskih studija u
kompanijama u€esnicima projekta, kao i dve konferencije posvec¢ene kompetencijama u
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oblasti industrijske farmacije (Portoroz, 2014 i Helsinki, 2015). Ostvarena je intenzivna
saradnja, razmena informacija, znanja, iskustava i dobrih praksi izmedu institucija
ucesnica kao osnov i model za dalje povezivanje i saradnju u okviru ,,saveza znanja”.
Vise informacija o konzorcijumu i rezultatima projekta moZe se na¢i na veb-sajtu
www.liatph.com.
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