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Kratak sadrzaj

Formiranjem statisticki pouzdanog 3D-QSAR (Quantitative Structure Activity
Relationships) modela omoguéeno je definisanje strukture farmakofore antagonista
serotoninskih 5-HT2a receptora i selekcija kljuénih molekulskih determinanti za dizajn novih
antagonista serotoninskih 5-HT24 receptora. 3D-QSAR studija je primenjena na seriji od 50
antagonista serotoninskih 5-HT24 receptora koji su podeljeni na trening set od 33 molekula i test
set od 14 molekula. Trening set je koris¢en za formiranje 3D-QSAR modela, dok je test set
primenjen za validaciju modela. Za ovu 3D-QSAR studiju je upotrebljen Pentacle 1.07
program.

IzraCunati validacioni i statistiCki parametri 3D-QSAR modela (R*=0,96; (Q%=0,75;
RMSEE= 0,211), kao i1 parametri eksterne validacije na test setu (R?,.s =0,51; RMSEP= 0,558),
ukazuju na pouzdanost i dobru mo¢ predvidanja izabranog 3D-QSAR modela. Na osnovu
najuticajnijih varijabli izabranog 3D-QSAR modela definisana je struktura farmakofora za
antagonisti¢ko dejstvo na serotoninskim 5-HT24 receptorima: donor i akceptor vodoni¢ne veze
na rastojanju od 10,4A-10,8A (v495: O-N1); karbonilni kiseonik i sterni centar na rastojanju od
14,8A-15,2A (v640: N1-TIP); hidrofobni centar i donor vodoni¢ne veze na rastojanju od 3,2A-
3,6A (v276: DRY-0O); dva sterna centra na rastojanju od 18,8A-19,2A (v248: TIP-TIP).

Kljuéne reci: 3D-QSAR, antagonisti, 5-HT2areceptori, farmakofora.
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1.Uvod

Ranija istrazivanja su pokazala da se dejstva serotonina, (5-H7), ne odvijaju preko
istog tipa receptora. Detaljnijim studijama je utvrdeno da postoji sedam glavnih tipova
serotoninskih receptora, 5-HT1-7 od kojih se tipovi 1, 2 1 5 dalje dele na podtipove [1].

5-HT2a serotoninski receptori pripadaju G-protein receptorima, tacnije Ggq
receptorima koji nakon vezivanja agoniste aktiviraju fosfolipazu C koja hidrolizuje
fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat na diacilglicerol (DAG) i inozitol-trifosfat. DAG deluje
kao sekundarni glasnik i aktivira protein kinazu C koja zajedno sa inozitol-trifosfatom
fosforiliSe ciljne proteine. Njihovom aktivacijom dolazi do ekscitacije neurona [1].

5-HT2a receptori se nalaze u centralnom nervnom sistemu (CNS), perifernom
nervnom sistemu (PNS), na glatkoj muskulaturi, trombocitima, zelucu. Efekti 5-HT na
glatkoj muskulaturi 1 trombocitima, Sto je poznato ve¢ godinama, odvijaju se
posredstvom 5-HT2a receptora. Takode, halucinogeni efekti koje ostvaruje dimetilamid
lizerginska kiselina (LSD) posredovani su ovim tipom receptora. [1]. Uloga 5-HT
receptora u normalnim fizioloskim procesima je verovatno manja, ali on postaje mnogo
vazniji u patoloskim uslovima kao S§to su migrena, astma, karcinoidni tumori,
vaskularna tromboza, Sizofrenija, depresija, anksioznost [1].

Utvrdeno je da antagonisti serotoninskih 5-HT:a receptora deluju anksioliticki i
antimigrenozno, a efikasni su 1 u kontroli nekih simptoma karcinoidnog sindroma.
Mnogi atipi¢ni antipsihotici, pored dejstva na dopaminske receptore, ispoljavaju i
antagonisticku aktivnost na 5-HTza receptorima, a 1 sam serotonin ima modulatorni
efekat na dopaminergicke puteve. Atipi¢ni antipsihotici, za razliku od drugih
antipsihotika, u manjoj meri dovode do pojave ekstrapiramidalnog sindroma (npr.
hlorpromazin, klozapin, risperidon, kvetiapin) [1]. Postoji mnogo teorija o tome koji je
inicijalni dogadaj koji dovodi do nastanka migrene, a jedna od njih je abnormalno
nervno praznjenje, koje moze biti inicirano emocionalnim ili biohemijskim
poremecajem. Aktivacijom 5-HT2a receptora dolazi do oslobadanja azot-monoksida koji
dovodi do dilatacije ekstracerebralnih krvnih sudova i senzitizacije senzornih nervnih
zavrSetaka. Kao posledica toga, oslobadaju se neuropeptidi koji dovode do neurogene
inflamacije i pojave migrene. Dodatni dokaz ovoj teoriji jeste ¢injenica da u urinu ovih
pacijenata postoji povecanje glavnih metabolita serotonina 5-HIAA (5-hidroksi-3-indol
sir¢etna kiselina), dok koncentracija serotonina u krvi opada, verovatno usled praznjenja
trombocita. Antagonisti 5-HT2a receptora (metizergid, ciproheptadin) se primenjuju u
profilaksi migrene. Karcinoidni sindrom je retko oboljenje koje je udruzeno sa
malignim tumorom enterohromafinih ¢elija. Tumor lu¢i razli¢ite hormone od kojih je
serotonin najvazniji. Sindrom se dijagnostifikuje merenjem ekskrecije 5S-HIAA u urinu,
¢ija je vrednost Cak 20 puta povecana. Antagonisti 5-HTa receptora, kao §to su
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metizergid i ciproheptadin, efikasni su u kontroli nekih od simptoma karcinoidnog
sindroma [1].

Pregledom literature nisu nadeni podaci o 3D-QSAR analizi i studiji farmakofore
antagonista serotoninskih 5-HTza receptora koji ukljucuju set strukturno razlicitih
antagonista 5-HT2a receptora. Strukturna razli¢itost 1 Sirok opseg aktivnosti ovih
antagonista omoguéava dobru primenjivost formiranog 3D-QSAR i farmakofornog
modela. Glavni ciljevi izvedene 3D-QSAR 1 farmakoforne studije su bili da se
identifikuju najznacajnije molekulske determinante koje utiCu na antagonisticku
aktvinost na 5-HTa receptorima, razvoj predvidivog 1 robusnog 3D-QSAR modela, kao
i predlaganje strukturnih modifikacija za dalji dizajn novih antagonista serotoninskih 5-
HT2a receptora.

2. Materijal i metode

Serija od 50 jedinjenja, sa eksperimentalnom antagonistickom aktivno$¢u na
serotoninske 5-HT2a receptore, je preuzeta iz ChEMBL baze podataka
(https://www.ebi.ac.uk/chembl/), koja prikazuje podatke iz literature [2-4]. Pocetna
serija ispitivanih jedinjenja je podeljena na test set sacinjen od 14 jedinjenja (Tabela I) i
trening set koji se sastojao od 33 jedinjenja (Tabela II).

Tabela I- Prikaz test seta i njihovih aktivnosti
Table I - Activities and compounds from test set

Molekul PICs0exp PICs0pred
CHEMBL1222552 5,007 6,150
CHEMBL1222692 6,300 6,455
CHEMBL1222693 6,400 7,290
CHEMBL1222762 7,200 6,746
CHEMBL1276860 6,200 6,389
CHEMBL1277034 7,300 7,213
CHEMBL1277125 6,400 6,942
CHEMBL1277216 6,500 6,766
CHEMBL1277311 7,000 7,224
CHEMBL1277312 7,500 7,143
CHEMBL18972 8,611 8,512
CHEMBL1222625 6,700 7,759
CHEMBLI1277678 7,300 6,746
CHEMBL1278020 6,400 6,418

R?prep = 0,51 RMSEP = 0,558
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Tabela II- Prikaz trening seta i njihovih aktivnosti;

Table II- Activities and compounds from training set;

Molekul PICs0exp PICsopred
CHEMBL1222553 6,500 6,575
CHEMBL1222554 7,100 7,308
CHEMBL1222624 7,400 7,313
CHEMBL1222694 6,900 6,946
CHEMBL1222695 7,300 7,479
CHEMBL1222764 6,600 6,755
CHEMBL1276859 5,914 6,240
CHEMBL1276947 7,500 7,725
CHEMBL1276948 7,800 7,965
CHEMBL1277035 7,300 7,121
CHEMBL1277584 7,200 7,065
CHEMBL1277585 6,200 6,320
CHEMBL1277679 7 6,851
CHEMBL1277769 6,417 6,199
CHEMBL1277770 7,100 7,136
CHEMBL1277854 7,100 7,200
CHEMBL1277854 7,100 7,200
CHEMBL1277935 6,900 6,998
CHEMBL1278019 7,100 7,064
CHEMBL1278021 5,400 5,771
CHEMBL1278112 7,00 7,071
CHEMBL1278114 6,800 6,828
CHEMBL1278115 5,700 5,526
CHEMBL1278116 7,900 7,944
CHEMBL1278201 7,700 7,455
CHEMBL1278202 7,900 7,391
CHEMBLI1277217 6,400 6,422
CHEMBL1277126 7,600 6,906
CHEMBL1277401 6,400 6,418
CHEMBL1277491 6,900 6,854
CHEMBL42 8,040 8,185
CHEMBL6437 8,090 8,152
CHEMBL74355 10 9,962
CHEMBL560177 6,200 6,142
R = 096 0°=0,75 RMSEE =0,211
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Podela jedinjenja u trening i test set izvrSena je tako $to su sva ispitivana
jedinjenja prvo grupisana prema opadajucoj vrednosti aktivnosti, a potom je svako trece
jedinjenje izabrano u test set, dok su preostala jedinjenja upotrebljena za formiranje
trening seta. Tri jedinjenja Cije su karakteristike znac¢ajno odstupale u odnosu na ostala
ispitivana jedinjenja su iskljucena iz studije i nisu koriS¢ena u daljoj analizi. Izbacena su
jedinjenja CHEMBL1201756 1 CHEMBL1222763, koja se na PCA (Principal
Component Analysis) grafiku nalaze grupisani daleko od ostalih jedinjenja trening i test
seta, kao 1 jedinjenje CHEMBL1278113 zbog svoje strukturne razli¢itosti u odnosu na
data set (jedina struktura sa karboksilatnim anjonom u meta polozaju piperazina). Na
ovaj nacin je postignuto da komponente i trening i test seta pokrivaju Sirok opseg
aktivnosti.

Sva jedinjenja koja su koris¢ena u QSAR analizi su testirana istim
eksperimentalnim metodama na 5-HT:a receptorima, pri ¢emu je njihova aktivnost
izrazena kao ICso vrednost. Negativan logaritam ICso vrednosti (pICso) je koris¢en kao
zavisno promenljiva, Y-varijabla (Slika 2.). Sirok opseg aktivnosti (pICso: 5,007-
10,000) 1 strukturna razlicitost jedinjenja su osigurale dobar kvalitet i Siroku primenu
domena formiranog 3D-QSAR modela.

Za sve ispitivane strukture definisani su dominantni oblici na fizioloskoj pH
vrednosti 7,4 pomoc¢u Marvin Sketch 5.5.1.0 programa [5]. U slede¢em koraku
dominantni oblici su optimizovani pomocu semiempirijske PM3 (Parameterized Model
revision 3) metode [6,7] upotrebom Gaussian 98 softvera [8], u okviru Chem3DUltra 7
programa [9]. 3D-QSAR model je formiran primenom Pentacle programa [10].
Pentacle vrs$i proracun GRID nezavisnih deskriptora (GRIND i GRIND?2) iz oblasti
molekulskih interakcija (MIFs). MIFs se racunaju primenom 4 razli¢ite hemijske probe:
O probe (simulira karbonilni kiseonik i predstavlja grupe koje su akceptori vodoni¢ne
veze), DRY probe (simulira grupe koje ostvaruju hidrofobne interakcije sa ligandom),
NI probe (simulira amidni azot, predstavlja grupe donore vodoniéne veze), i TIP probe
(simulira grupe koje ostvaruju sterne interakcije sa ligandom). GRID rezolucija je
podesena na 0,5 A. Za izolovanje najrelevantnijih regiona koji predstavljaju Zeljene
interakcije izmedu probe i liganda primenjenje se ALMOND algoritam pri ¢emu je broj
filtriranih ¢vorova bio 100 sa 50% relativne tezine. GRIND deskriptori su izraCunati
primenom CLACC algoritma [11] koriS¢enjem auto- 1 kros —korelacije izmedu ¢vorova,
sa opsegom ravnanja od 0,8. Rezultati ove analize su prikazani kao korelogrami koji
odgovaraju parovima ¢vorova iste ili razli¢ite probe (Tabela III).
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Tabela III -Pozitivne i negativne varijable formiranog 3D-QSAR modela.

Table III -Summary of most important favorable and unfavorable variables

PLS
Varijabla | Rastojanje Korelogram . Komentar
koeficijent

Akceptor vodonicne veze i sterni
627 9.6A- 10A N;-TIP -0,341

centar;
300 12.8A- 1304 | DRY-O 0,488 Hidrofobni region i donor vodoni¢ne

veze;

Hidrofobni region i donor vodoni¢ne
276 3.2A-3.6A DRY-O 0,321 veze; hidrofobni region fluorobenzena i

—NH grupa piperidina

Hidrofobni region i akceptor vodoni¢ne
370 14A- 14.4A DRY-N; -0,458 veze; 1,2-dimetilkatehol i -NH grupa

piperidina

Donor i akceptor vodoni¢ne veze; NH
495 10.4A- 10.8A | O-N; 0,563 grupa piperidina i -OCH3 grupa 1,2-

dimetilkatehola

Dva sterna centra; izmedu
248 18.8A-19.2A | TIP-TIP 0,414 ’

’ fluorobenzena i 1,2-dimetilkatehola

640 148A- 1524 | N,-TIP 0.665 Akceptor vodonicne veze i sterni

centar;

Dva sterna centra; fluorobenzen i azota
233 12.8A-13.2A | TIP-TIP 0,385 L

piperidina
243 16.8A-17.2A TIP-TIP -0,259 Dva sterna centra;

Dva akceptora vodoniéne veze;; dve —
147 5.2A-5.6A Ni-N -0,372 ..

T OCHsgrupe 1,2-dimetilkatehola

Izra¢unati GRIND deskriptori ispitivanih liganada su analizirani u odnosu na Y-
varijablu (pICso) primenom PLS regresionog (Partil Least Squares Regression) metoda.
PLS regresija je generalizacija linearne regresije koja koristi princip unakrsne validacije
da proceni kapacitet predvidanja 3D-QSAR modela [12]. Inicijalna grupa GRIND
deskriptora se redukuje primenom metode najmanjih kvadrata (FFD) GOLPE
(Generating Optimal Linear PLS Estimations) [13] da bi obuhvatala samo
najznacajnije varijable. Nakon $to se primenom metode najmanjih kvadrata smanji
inicijalni broj deskriptora, formira se novi 3D-QSAR model primenom PLS metode i
racunaju se njegovi statisticki parametri. Na osnovu izracunatih statistickih parametara
R?, O°, RMSEE (Root Mean Square Error of Estimation) za trening set, i RMSEP (Root
Mean Square Error of Prediction) i R’prea za test set, izabran je optimalni 3D-QSAR
model sa 156 varijabli i pet PLS komponenti (latentne varijable, LV).
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Za inicijalnu validaciju 3D-QSAR modela, izraunati su i primenjeni parametri
kao $to su validacioni regresioni faktor unakrsne validacije (Q°) i predvidena rezidualna
suma kvadrata (PRESS). PRESS parametar se ratuna primenom pristupa izostaviti-
jedan (leave-one-out (LOO)) tako §to se svako jedinjenje ukloni jednom iz trening seta,
Sto rezultuje formiranjem novog modela koji se koristi da predvidi Y-vrednost
izostavljenog jedinjenja. [13]. Nakon S§to sva jedinjenja budu uklonjena jednom iz
trening seta, kvadratni zbir razlika izmedu posmatranih i LOO-predvidenih Y-vrednosti
(ew) (PRESS) racuna se pomocu jednacine (1).

PRESS =" e, ()

Mo¢ predvidanja i1 robusnost 3D-QSAR modela je procenjena na osnovu RMSEE
i Q% parametara prikazanih jednacinama (2) i (3).

PRESS
p 2)

RMSEE =

PRESS
2 1= 3
Q SSTo ®)

gde je SSTo -Varijacija, ukupni zbir kvadrata.

Za dobar 3D-QSAR model vrednost Q? parametra treba da bude veéa od 0,5 [15].
Visoke vrednosti R? i Q? parametara su neophodne, ali finalna procena pouzdanosti
predvidanja formiranog 3D-QSAR modela se bazira na eksternoj validaciji, evaluacijom
aktivnosti jedinjenja test seta [16].

Test set koji se sastojao od 14 molekula je koriS¢en za eksternu validaciju i
izracunavanje korena srednje kvadratne greske predvidanja (RMSEP) (jednacina (4)) i
koeficijenta korelacije za test set (R%red) (jednacina (5).

PRESS
. (4)

RMSEP =

v 2
Rz —1 Z(Yobs(text) - Ypred(text))

pred —

©)

v 2
Z:(Yobs(test) - Ytr‘aining )

Pouzdani 3D-QSAR modeli imaju vrednost R%yred za test set veéu od 0,5 [13].
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3. Rezultati i diskusija

IzraCunati validacioni i statisti¢ki parametri za trening 1 test set (Tabele I 1 II) suu
granicama prihvatljivosti, $to ukazuje na pouzdanost i dobru mo¢ predvidanja izabranog
3D-OSAR modela. Relativno niza vrednost R’yreq, kao i razlika koja postoji izmedu
RMSEE 1 RMSEP vrednosti, ukazuju na mogucnost znacajnije greSke predvidanja
aktivnosti za jedinjenja koja su strukturno razliita od jedinjenja trening seta.
Najaktivniji molekuli u trening setu su CHEMBL74355, CHEMBL42 i CHEMBL6437,
dok su jedinjenja CHEMBL1278021, CHEMBL1278115 i CHEMBLS560177 ispoljila
najslabiju antagonisticku aktivnost na 5-HT2a receptorima.

Molekul CHEMBL74355 sa najve¢om  aktivnoS¢u  (pICsoexp=10,000;
pICsopred=9,962) karakteriSe prisustvo svih pet pozitivnih varijabli (Slika 1.): Var.233
(TIP-TIP) - na rastojanju od 12,8A-13,2A se nalaze dva sterna centra (fluorobenzen i
azot piperidina), Var.248 (TIP-TIP) - na rastojanju od 18,8A-19,2A se nalaze dva sterna
centra (fluorobenzen i 1,2-dimetilkatehol), Var.276 (DRY-O) - na rastojanju od 3,2A-
3,6A se nalaze hidrofobni centar i donor vodoni¢ne veze (hidrofobni region
fluorobenzena i —NH grupa piperidina), Var.495 (O-N1) - na rastojanju od 10,4A-10,8A
se nalaze donor i akceptor vodoni¢ne veze(-NH grupa piperidina i -OCH3 grupa 1,2-
dimetilkatehola),Var.640 (N1-TIP) - na rastojanju od 14,8A-15,2A se nalaze karbonilni
kiseonik 1 sterni centar (fluorobenzen).

Var. 248

Var.233

Var495 Yy

Var.376 f
A
/

Var.640

Slika 1. Pozitivne varijable molekula CHEMBL74355;
Figure 1. Positive variables of compound CHEMBL 74355;
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Na molekulu CHEMBL74355 se takode nalaze i najvaznije negativne varijable za
antagonisticko dejstvo (Slika 2.): Var.147 (N1-N1) - na rastojanju od 5,2A-5,6A se
nalaze dva akceptora vodoni¢ne veze (dve —OCHsgrupe 1,2-dimetilkatehola), Var.243
(TIP-TIP) - na rastojanju od 16,8A-17,2A se nalaze dva sterna centra, Var.300 (DRY-
O) - na rastojanju od 12,8 A-13,2A se nalaze hidrofobni centar i donor vodoni¢ne veze,
Var.370 (DRY-NI1) - na rastojanju od 14,0A-14,4A se nalaze hidrofobni centar i
akceptor vodoni¢ne veze, Var.627 (N1-TIP) - na rastojanju od 9,6A-10,0A se nalaze
karbonilni kiseonik i sterni centar (1,2-dimetilkatehol).

Var.627

Var. 147

Var.370

Var.243 Var.300

Slika 2. Negativne varijable molekula CHEMBL74355;
Figure 2. Negative variables of compound CHEMBL74355;

Molekul CHEMBL6437 (pICs0exp=8,090;pICs0pred=8,152), je drugi po aktivnosti
posle molekula CHEMBL74355. Od pozitivnih varijabli poseduje (Slika 3.): Var.233
(TIP-TIP) - na rastojanju od 12,8A-13,2A se nalaze dva sterna centra (piperazin i
benzenov prsten), Var.276 (DRY-O) - na rastojanju od 3,2A-3,6A se nalaze hidrofobni
centar i donor vodoni¢ne veze (benzen i -NH grupa piperazina), Var.495 (O-N1) - na
rastojanju od 10,4A-10,8A se nalaze donor i acceptor vodoni¢ne veze, Var.640 (N1-
TIP) - na rastojanju od 14,8A-15,2A se nalaze akceptor vodoni¢ne veze i hidrofobni
centar.
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Var.233

verzrs AL Sl ¥y —+  Var.540

Slika 3. Pozitivne varijable molekula CHEMBL6437;
Figure 3. Positive variables of compound CHEMBL6437;

Od negativnih varijabli molekul CHEMBL6437 (pICs0exp=8,090; pICsopred=8,152)
poseduje (Slika 4.): Var.243 (TIP-TIP) - na rastojanju od 16,8A-17,2A se nalaze dva
sterna centra (dva benzenova prstena) i Var.627 (N1-TIP) - na rastojanju od 9,6A-10,0A
se nalaze akceptor vodonicne veze i sterni centar.

Var.627

War.243

Slika 4. Negativne varijable molekula CHEMBL6437;
Figure 4. Negative variables of sompound CHEMBL6437;
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Molekul CHEMBL1276859 (pICsoexp= 5.914; pICsopred=6,240), spada u molekule
sa najmanjom aktivno$¢u. Od negativnih varijabli poseduje (Slika 5.): Var.147 ( N1-
N1) - na rastojanju od 5,2A-5,6A se nalaze dva akceptora vodoni¢ne veze, Var.243
(TIP-TIP) - na rastojanju od 16,8A-17,2A se nalaze dva sterna centra (benzenov prsten i
pirolidin), Var.300 (DRY-O) - na rastojanju od 12,8A-13,2A se nalaze hidrofobni centar
1 donor vodoni¢ne veze, Var.370 (DRY-N1) - na rastojanju od 14,0A-14,4A se nalaze
hidrofobni centar i akceptor vodoni¢ne veze, Var.627 (N1-TIP) na rastojanju od 9.6A-
10,0A se nalaze akceptor vodoni¢ne veze i sterni centar.

Var.243

Var.370

"4 warzoo

Var 627

Slika 5. Negativne varijable molekula CHEMBL1276859;
Figure S. Negative variables of compound CHEMBL1276859;

Od pozitivnih varijabli prisutne su (Slika 6.): Var.233 (TIP-TIP) - na rastojanju od
12,8A-13,2A se nalaze dva sterna centra (dva benzenova prstena),Var.276 (DRY-O) -
na rastojanju od 3,2A-3,6A se nalaze hidrofobni centar i donor vodoni¢ne veze, Var.495
(O-Ni1) na rastojanju od 10,4A-10,8A se nalaze donor i akceptor vodoni¢ne veze,
Var.640 (N1-TIP) - na rastojanju od 14,8A-15,2A se nalaze akceptor vodonicne veze i
hidrofobni centar.
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Slika 6. Pozitivne varijable molekula CHEMBL1276859.
Figure 6. Positive variables of compound CHEMBL1276859.

Kod sva tri opisana molekula (molekul 74355 (pICs0exp=10,000; pICsopred=9,962);
molekul 6437 (pICs0exp=8,090;pICs0pred=8,152); molekul 1276859 (pICsoexp= 5.914;
pICsopred=6,240)), prisutne su pozitivne varijable (Var.233, Var.276, Var.495, Var.640),
a samo kod molekula 74355 je prisutna i pozitivna varijabla Var.248. Od negativnih

varijabli zajedniCke su Var.243 1 Var.627, dok su sve ostale negativne varijable prisutne
kod molekula 74355 1 1276859.

Kako je jedino u najaktivnijem molekulu (CHEMBL74355) prisutna Var.248 TIP-
TIP koja se formira izmedu dva sterna centra (fluorobenzen i 1,2-dimetilkatehol) na
rastojanju od 18,8A-19,2A, pretpostavlja se da ¢e uvodenjem fluora i/ili metoksi grupe,
na polozaj 5,6, 13 i /ili 14 diazatriciklo[9.4.0.0° -%]pentadeka-1(11),3,5,7,9,12,14-
heptena, kao i dugolancanih etarskih grupa u para,meta i/ili orto polozaj benzenovih
prstena vezanih za piperidin, dovesti do snaznije antagonisticke aktivnosti na 5-HT2a
serotoninskim receptorima. Takode se prisustvo varijable Var.276 (DRY-O) — koja
predstavlja postojanje hidrofobnog centra i donora vodoni¢ne veze na rastojanjuod
3,2A-3,6A (hidrofobni region fluorobenzena i —NH grupa piperidina), kao i varijable
Var.495 (O-N:) — prisustvo donora i akceptora vodoni¢ne veze na rastojanju od 10,4A-
10,8 A (-NH grupa piperidina i -OCH3 grupa 1,2-dimetilkatehola), izdvojilo kao bitno
za antagonisticku aktivnost na serotoniskim 5-HT2a receptorima.
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4. Zakljucak

Istrazivanje sprovedeno na seriji od 50 jedinjenja omogucilo je formiranje 3D-
QSAR modela koji je pouzdan i ima dobru mo¢ predvidanja. U prilog tome govore
dobijeni validacioni i statisticki parametri. Set molekula je podeljen na test i trening set i
njihovom analizom formiran je 3D-QSAR model. Na osnovu tog modela kao zakljucak
se izvodi da je za antagonisticku aktivnost na serotoninskim 5-HT2a receptorima
najvaznije prisustvo dva sterna centra na odgovaraju¢em rastojanju. Takode, bitno je da
se na odgovaraju¢em rastojanju nalaze i hidrofobni centar i donor vodoni¢ne veze, kao i
prisustvo donora i akceptora vodoni¢ne veze. Definisanje ovih pozitivnih varijabli,
moze se koristiti pri dizajniranju novih antagonista. Pretpostavlja se da ¢e uvodenje ovih
funkcionalnih grupa na odgovaraju¢e polozaje dovesti do povecanja antagonisticke
aktivnosti na 5-HT2a receptorima. Znacaj opisane studije se ogleda u tome S§to je
definisana smernica za dizajniranje novih selektivnijih i aktivnijih antagonista 5-HT2a
receptora $to je od velike vaznosti kada se uzme u obzir njihov terapijski potencijal.
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Summary

Creation of a statistically reliable 3D-QSAR (Quantitative Structure Activity
Relationships) model enables definition of the structure of the pharmacophore for antagonists of
serotonin 5-HT»a receptors and selection of the key molecular determinants for the design of
new antagonists. A 3D-QSAR study was applied on a series of 50 antagonists of 5-HT:a
receptors. The data set is divided into the training set, composed of 33 compounds, and test set
containing 14 molecules. The training set was used to build the 3D-QSAR model, while test set
was used for model validation. This 3D-QSAR study was performed by use of the Pentacle 1.07
programs. Obtained statistical and validation parameters for training set (R?*= 0.96; Q*=0.75,
RMSEE= 0.211); and for test set (R*pred=0.51; RMSEP= 0.558); indicate on reliability and
good predictive potential of the 3D-QSAR model. Based on the most influential variables of the
selected 3D-QSAR model, the molecular determinants for the antagonistic effect on the 5-HT2a
receptors were selected: hydrogen bond acceptor and hydrogen bond donor at a distance of
10.4A-10.8A (v495: O-N1); carbonyl oxygen and a steric hot spot at a distance of 14.8A-15.2A
(v640: Ni-TIP); hydrophobic domain and hydrogen bond acceptor at a distance of 3.2A-3.6A
(v276: DRY-0); two steric hot spots at a distance of 18.8A-19.2A (v248: TIP-TIP) .

Keywords: 3D-QSAR, antagonist, 5-HT24 receptors, pharmacophore
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Kratak sadrzaj

U savremenim kozmetickim proizvodima najviSe se koriste vitamini A, E, C, B3 i
provitamin B5 (pantenol), kao i njihovi brojni derivati.

Kozmeticki retinoidi (retinol, retinaldehid i retinil estri) se godinama koriste u
kozmetickom tretmanu znakova (foto)ostarele koze jer posvetljuju hiperpigmentacije, smanjuju
grubost koze i fine linije i bore. Noviji derivati vitamina A, retinil retinoat i hidroksipinakolon
retinoat su anti-age sastojci povecane stabilnosti i smanjenog iritacionog potencijala, u
poredenju sa retinolom.

Vitamin E (tokoferol), dovodi do usporavanja nastanka i prividnog smanjenja postojecih
bora. Zbog izrazene nestabilnosti, vitamin E se koristi u obliku estara, naj¢es¢e kao tokoferil
acetat. Novina na trziStu je hidrosolubilni derivat vitamina E - natrijum tokoferil fosfat.

Vitamin C (askorbinska kiselina) takode ima pozitivne efekte na kozi, ali je veoma
nestabilan. Noviji derivati vitamina C, koji mogu biti hidrosolubilni, amfifilni ili liposolubilni su
poboljsane stabilnosti u odnosu na askorbinsku kiselinu. Koriste se u proizvodima za negu i
posvetljivanje koze.

Pantenol je izuzetno dobar ovlaziva¢ koze i kose. Vitamin B3 (niacinamid) se uobicajeno
koristi u dnevnim kremovima za negu lica, kao kondicioner koze.

Vitamini u kozmetickim proizvodima se mogu smatrati bezbednim KAS, kada se koriste
u odgovaraju¢im hemijskim oblicima i u odobrenim koncentracijama.

Kljuéne reci: vitamini i derivati, kozmeticki efekti na kozi,
bezbednost kozmetickih proizvoda sa vitaminima
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Uvod

I pored brojnih novih kozmeticki aktivnih supstanci (KAS), koje se nalaze na
trzistu, ili su u razli¢itim fazama ispitivanja, vitamini dugi niz godina zauzimaju mesto
omiljenih sastojaka u kozmetickim proizvodima. Mnoge kozmeticke linije za negu koze
sadrze upravo vitamine kao aktivne supstance. Korisnici/potrosac¢i veruju da su
kozmeticki proizvodi sa vitaminima efikasni i bezbedni, a kozmeticke kompanije
pokusavaju da ih ucine stabilnijim i lakSe dostupnim ¢elijama koze.

Vitamini mogu da ostvaruju razli¢ite povoljne kozmeticke efekte na kozi, kao $to
su poboljSanje izgleda, posvetljivanje hiperpigmentacija, antioksidativno delovanje
(neutraliSu slobodne radikale na kozi), vlaze i omekSavaju kozu, a utiCu i na
struktuiranje dlake kose. Prema EU Uredbi 1223/2009 o kozmetickim proizvodima (1)
zabranjena je upotreba tretinoina (retinolna kiselina) i njegovih soli u kozmetickim
proizvodima, kao i vitamina D (ergokalciferol) i Ds (holekalciferol). Shodno
navedenom, neopravdano je i pogresno dodavanje komercijalnih oralnih uljanih kapi
vitamina AD u ,,vitaminske* kremove, §to je bila praksa u nekim apotekama.

Interes za vitamine A, E 1 C u kozmeti¢kim proizvodima traje decenijama, ali je
znatno pojacan s obzirom na njihovu ulogu u zastiti koze od Stetnog UV zracenja i kao
anti-age supstance. Osim njih, danas se kao kozmetic¢ki aktivne supstance koriste i
odredeni vitamini B grupe, najvise pantenol i niacinamid.

Pri proizvodnji kozmetickih proizvoda sa vitaminima postoji problem u
stabilizaciji nestabilnih oblika vitamina, kao $to su vitamin A, E i C. ReSenje se moZe
posti¢i pravilnim izborom ostalih sastojaka proizvoda, odnosno odgovarajucih
stabilizatora, primenom nosaca KAS, posebnim tehnikama izrade proizvoda i
upotrebom odgovarajué¢e ambalaze za kozmeticki proizvod.

Poznato je da marketing kozmetickih proizvoda, koji sadrze jedan ili vise
vitamina, reklamira njihove kozmeticke efekte, koriste¢i re€ ,,vitamin®, odnosno isti¢uc¢i
da ti proizvodi deluju na kozi zahvaljujuéi prisustvu odredenog/ih vitamina, ali u
obeleZavanju liste sastojaka (INCI liste) moraju navoditi njihova INCI imena, u kojima
se ne nalazi re¢ ,,vitamin“. Ovakav nac¢in obelezavanja (navodenjem INCI) vitamina je
potpuno ispravan, jer se dejstva vitamina u organizmu ¢oveka ostvaruju samo ako se
unose kroz usta, u obliku hrane, lekova ili dijetetskih proizvoda.

Kozmeticki retinoidi

Retinoidi su klasa supstanci, koje obuhvataju alkoholni oblik vitamina A (retinol)
1 njegove prirodne 1 sintetske derivate. Retinol (INCI: Retinol), retinaldehid (INCI:
Retinaldehyde) i retinil estri (INCI: Retinyl Acetate, Retinyl Propionate, Retinyl
Palmitate) su tzv. kozmeticki retinoidi i popularni su kao kozmeticki aktivne supstance
u savremenim kozmetickim proizvodima, najvise sa anti-age delovanjem.

249



Sa druge strane, oblici vitamina A, kao §to su tretinoin, izotretinoin, tazaroten i
adapalen su lekovi i u zemljama Evropske unije je zabranjena njihova upotreba u
kozmetickim proizvodima (aneks/lista II EU Kozmeti¢ke uredbe 1223/2009) (1).

Retinolna kiselina (all-trans retinolna kiselina, tretinoin) je aktivan oblik vitamina
A 1 vezuje se za specifi¢ne Celijske (citoplazmatske) i jedarne receptore. Da bi retinoidi
delovali, svi se moraju konvertovati u all-frans retinolnu kiselinu, koja ¢e se vezati za
odgovaraju¢i receptor (2).

Retinol normalizuje zivotni ciklus keratinocita, utiCu¢i na njihov razvoj i
diferencijaciju. StimuliSe stvaranje kolagena, elastina i glikozaminglikana. Delujuéi na
ovaj nacin, poboljsava fine linije i bore, posvetljuje hiperpigmentacije, smanjuje grubost
koze (3-6).

Retinol je zuckasta, uljasta teCnost, osetljiva na kiseonik, toplotu, svetlost i
prisustvo teskih metala. Rastvorljiv je u polisorbatu 20, a meSa se sa mastima i uljima.
Preporucuje se da se proizvodnja i pakovanje proizvoda sa retinolom izvodi pod
atmosferom inertnog gasa, na temperaturi do 40 °C (7).

Retinaldehid je najblazi retinoid 1 preporucuje se osobama sa osetljivom kozom, a
ne izaziva fototoksi¢nost i iritaciju koze. Preporucuje se upotreba retinaldehida u
koncentraciji od 0,015-0,1 % (8).

Retinol 1 njegovi estri su verovatno najviSe koris¢eni vitamini u kozmeti¢kim
proizvodima. Mogu se dodati brojnim kozmetickim proizvodima za kozu (kremovi,
losioni, maske, serumi), ali u odobrenim koncentracijama (0,05-0,3 %), da bi primenjeni
kozmeticki proizvod bio bezbedan (9). Najces¢i zajednicki nezeljeni efekat retinoida je
retinoidni dermatitis (,,retinoidna reakcija®), koju karakteriSu svrab, peckanje na mestu
primene, eritem, kao i deskvamacija ¢elija koze. Uglavnom se moze javiti tokom prvih
dana primene kozmetickog proizvoda sa retinoidima. Takode, retinoidi povecavaju
osetljivost koze prema UV zraCenju, tako da i fotosenzitivnost nije redak nezeljeni
efekat tokom primene retinoida. To se odnosi i1 na koriS¢enje solarijuma. Upotreba
retinoida u dnevnoj nezi koze zahteva obavezno nanosenje proizvoda za zastitu koze od
sunca sa SPF 15 (najmanje) i $to je moguée manje izlaganje direktnoj suncevoj
svetlosti. Estri retinola se bolje podnose nego retinol, dok retinaldehid ima sli¢an
potencijal iritacije kao retinol (10, 11).

Beta-karoten (INCI: Beta-Carotene) je poznat kao provitamin A i koristi se kao
sastojak anti-age proizvoda.
Noviji kozmeticki retinoidi

Jedan od novijih derivata vitamina A je retinil retinoat. To je estar retinolne

kiseline i retinola, koji pokazuje povecanu stabilnost na temperaturu, smanjenu
fotoosetljivost 1 smanjenu toksicnost za ¢elije (12, 13). Rezultati in vivo ispitivanja, u
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kojem je ucestvovalo 11 ispitanica starosti od 35 do 56 godina, pokazali su da krem sa
0,06 % retinil retinoata statisticki znacajno poboljSava stanje koZe sa finim borama, u
poredenju sa kremom sa 0,075% retinola. Efekti su mereni nakon 12 nedelja koris¢enja
ispitivanih proizvoda, dva puta dnevno (12, 13).

Jo§ jedan od novijih estara retinolne kiseline je hidroksipinakolon retinoat. Na
trziStu se nalazi pod imenom Granactive Retinoid (INCI: Dimethyl Isosorbide (and)
Hydroxypinacolone Retinoate); Grant Industries, SAD. Prema navodima proizvodaca,
ovaj sastojak ima efikasnost retinola i njegovih derivata, ali zna¢ajno manji potencijal
iritacije. PreporuCena koncentracija za upotrebu je 1-2%. U Granactive Retinoid-u
dimetil izosorbid je rastvara¢ za hidroksipinakolon retinoat. Ovaj sastojak, bezbedan za
upotrebu na koZi 1 oko o¢iju, ubrzava penetraciju retinoida u epidermis (14).

Nosaci kozmetickih retinoida

U cilju povecanja stabilnosti retinoida Cesto se vr$i inkapsulacija ovih KAS u
razlicite nosace, kao $to su npr. liposomi, nanotopi, mikrokapsule, porozne mikrocestice
1 dr. Inkapsulacijom retinoida se, osim povecane stabilnosti, mozZe posti¢i i poboljSana
penetracija u kozu i smanjenje iritacije (4, 15, 16).

Noviji nacin za poboljSanje stabilnosti retinola, a time i za poboljSanje njegove
efikasnosti jeste izrada mikrokapsula sa retinolom. Tehniku mikroinkapsulacije je
patentirala kompanija Tagra Biotechnologies (Izrael), a proizvod se moZze naci na trzistu
pod zastiéenim imenom Tagravit™ R1. Tagravit™ R1 je dizajniran tako da oslobodi
retinol iz mikrokapsula nakon mehani¢kog pritiska. U toku primene, utrljavanjem
kozmetic¢kog proizvoda sa Tagravit™ R1 mikrokapsulama u kozu, polimerni omota¢
mikrokapsule puca, pri ¢emu se oslobada inkapsulirani retinol. Mikrokapsule sadrze 7%
retinola, sfernog su oblika i prosecne veli¢ine oko 35um. Na trzistu se nalaze u obliku
praska (4). Stabilnost mikrokapsuliranog retinola je poredena sa Cistim retinolom, pri
¢emu su oba inkorporirana u gel, pH 7,3. Rezultati ispitivanja su pokazali da je sadrzaj
retinola u mikrokapsulama nakon 550 dana Cuvanja uzoraka na 25 °C bio 49% od
pocetnog sadrzaja, za razliku od Cistog retinola, koga u gelu viSe nije bilo (4).

Procena efikasnostiTagravit™ R1 mikrokapsula sa retinolom vriena je tehnikom
Fast Optical in vivo Topometry of Human Skin (FOITS). Praéeni su parametri Rz -
prosecna dubina neravnina (engl. average depth of roughness) i Ra - aritmeticka sredina
hrapavosti (engl. arithmetic mean roughness). 28 ispitanica je nanosilo krem sa
retinolom, a 25 krem koji sadrzi mikrokapsule sa retinolom, dva puta dnevno, 4 nedelje.
Kontrolnu grupu je Cinilo 28 ispitanica, koje nisu nanosile nijedan krem. Ispitivan je
periorbitalni region. Rezultati ispitivanja su pokazali da je smanjenje parametara Rz i
Ra za po 3% nakon nanosenja krema sa retinolom, odnosno za po 9% nakon primene
krema koji sadrzi Tagravit™ R1 mikrokapsule sa retinolom. Ovi rezultati su jasno
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pokazali da je procesom mikroinkapsulacije oCuvana aktivnost retinola, kao sastojka
koji deluje na smajenje bora (4).

Jo§ jedna novija KAS na trZistu, sa inkapsuliranim retinolom je InuMax Advanced
Retinol (Air Products, sada Evonik, Nemacka), proizvedena InuMax tehnologijom, koja
je pod patentnom zastitom (17). Sadrzi visok procenat inkapsuliranog retinola od 8%, a
ispitivanjima je dokazano da retinol inkapsuliran u InuMax Advanced Retinol ima
znatno bolju stabilnost i dermalnu raspolozivost, kao i znatno manji iritacioni potencijal,
u poredenju sa retinolom koji nije inkapsuliran (17).

Jedan od savremenih pristupa za zastitu nestabilnih retinoida, kao i njihovo
kontrolisano oslobadanje je gradenje kompleksa. Novo jedinjenje, Retinaldehid y-
Cyclodextrin Complex (RCC) je razvijeno kako bi bila omoguéena Sira primena
retinaldehida. RCC kompleks je dobijen u reakciji retinaldehida i y-ciklodekstrina. Ovaj
kompleks omogucava postepeno i kontrolisano oslobadanje retinaldehida (18).

Tokoferol

Vitamin E (INCI: Tocopherol) je zajedni¢ko ime za 4 tokoferola (a, B, vy, 9).
Prirodni oblik vitamina E je oznacen kao ,,d* vitamin E, dok su sintetski oblici smeSa 8
izomernih oblika i oznaCeni su sa ,,dI”. Sintetski vitamin E, dl a-tokoferol ima
dvostruko nizu biolosku aktivnost od prirodnog vitamina E (19).

Najvaznije uloge vitamina E su zaStita koZe od Stetnog delovanja UV zraka,
vlazenje koze, usporavanje/odlaganje znakova starenja koze (nastajanje bora, linija) i
uticaj na mikrocirkulaciju u kozi. Vitamin E (u obliku estara) je Cest sastojak proizvoda
koji treba da uspore nastajanje sitnih i dubljih bora, ali iskljuc¢ivo posle duze primene
ovih proizvoda. Usporavanje pojave sitnih bora se moze objasniti sposobnos¢u vitamina
E da vlazi kozu, ¢ime se povecava fleksibilnost celijskih zidova. Kako vitamin E
»hvata® (hemijski neutraliSe) slobodne radikale i sprecava lipidnu peroksidaciju
kolagenih vlakana, smanjuju se degenerativne promene u dermisu, odnosno usporava se
pojava dubljih bora (19). Takode, alkoholni oblik vitamina E ima i ulogu antioksidansa
u kozmeti¢kim proizvodima, u kojima sprecava oksidaciju liposolubilnih sastojaka,
mada je njegova antioksidantna sposobnost slabija od sintetskih antioksidanasa, kao $to
su BHT i BHA.

Alkoholni oblik vitamina E (d ili dI a-tokoferol) je podlozan oksidaciji, te su se u
kozmetickim proizvodima, zbog vece stabilnosti koristili estri tokoferola: linoleat,
acetat 1 sukcinat. o-tokoferil acetat je najstabilniji estar vitamina E. Dobre je
podnosljivosti (ne izaziva alergiju i senzibilizaciju koze), niske cene, pa se najvise
koristi u proizvodima za negu koze.

Tokoferil acetat je veoma cCest sastojak u proizvodima za negu koze, za zastitu od
sunca, za negu koze posle suncanja, uobi¢ajeno u koncentracijama 0,5% -5% (20).
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Vitamin E je nerastvorljiv u vodi i nestabilan u prisustvu toplote i kiseonika, tako
da su to dodatne poteskoce koje otezavaju izradu kozmetickih proizvoda i
onemogucavaju njegovo dejstvo na kozi. U proizvodnji kozmeti¢kih proizvoda, o-
tokoferol treba dodavati na temperaturi ispod 40 °C, poSto na viSim temperaturama
moze da promeni boju.

Noviji derivati tokoferola

Natrijum tokoferil fosfat (INCI: Sodium Tocopheryl Phosphate) proizvodi
japanska kompanija Showa Denko, pod trgovackim imenom TPNa™. To je
hidrosolubilni estar vitamina E, u obliku praska. Alkoholna grupa tokoferola, osetljiva
na kiseonik, hemijski je modifikovana i zaSti¢ena. TPNa se konvertuje u kozi pod
dejstvom fosfataze u aktivan oblik - tokoferol. Proizvoda¢ navodi da ova aktivna
supstanca povecava sintezu ceramida u kozi, Sto dalje povecava efekat vlazenja koze;
zatim ima sposobnost ,.hvatanja“ slobodnih radikala, daje kozi svez i mladalacki izgled.
Proizvodac takode navodi da TPNa utie i na enzime, koji ucestvuju u metabolisanju i
eliminaciji pigmenata, koji izazivaju tamne kolutove oko oc¢iju. U klinickom ispitivanju
od 4 nedelje, primena TPNa je dovela do poboljsnja blistavosti tena (21).

Tokoferil dimetilglicinat (INCI: Tocopheryl Dimethyl Glycinate) (TDMG) je
noviji hidrosolubilan derivat tokoferola sa dimetilglicin estrom. Primena 0,5% y-TDMG
na kozu smedih zamoraca pre 1 nakon izlaganja UVB 1 UVA zracenju dovodi do
znatnog posvetljivanja koze i do inhibicije sinteze melanina. Ovi rezultati navode da bi
primena y-TDMG mogla da bude efikasna u sprecavanju pigmentacije humane koze
uzrokovane suncanjem (22).

Nosaci tokoferola i derivata

Slicno kao i u slucaju vitamina A, i vitamin E se inkapsulira u razli¢ite nosace
(liposomi, etosomi, nanotopi, mikro- i nanoemulzije, ¢vrste lipidne nanocestice, mili- i
nanokapsule i dr.), sa ciljem postizanja optimalne stabilnosti i prihvatljivog roka
upotrebe kozmetickih proizvoda, kao i radi kontrolisane isporuke ovog vitamina.

Ispitivanja su pokazala da etosomi mogu biti pogodniji nosaci a-tokoferola, u
poredenju sa liposomima (23). Zahvaljuju¢i svojoj strukturi, etosomi mogu da
inkapsuliraju i transportuju u dublje slojeve koze visoko lipofilne molekule, kao $to je
a-tokoferol. U klinickim studijama na dobrovoljcima je pokazano da su etosomi
bezbedni za kozu i da ne izazivaju eritem, a da transportuju tokoferol u ¢elije koze i
postepeno ga oslobadaju. a-tokoferol ¢e upravo u ¢eliji imati najbolje dejstvo ,,hvataca™
slobodnih radikala (23).

Spanska komanija Lipotec proizvodi milikapsule sa tokoferil acetatom.
Milikapsule, pod trgovatkim nazivom A2 Millicapsules™ (INCI: Aqua, PEG-4,
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Glycerin, Agar, Alginic Acid, Polysorbate 20) predstavljaju nosae za isporuku
lipofilnlih aktivnih komponenti. Kapsule su milimetarskih veliCina, izradene od 2
prirodna polimera, izolovana iz algi — agar i alginska kiselina (otuda A2 u nazivu). Na
trzistu se nalaze u vise veli¢ina 1 boja, koji vizuelno daju zanimljiv izgled kozmetic¢kom
proizvodu. U isto vreme, ovakav sistem Stiti lipofilne aktivne supstance od nepovoljnih
spoljasnjih uticaja i ubrzava njihovu penetraciju u kozu. Milikapsule su disperzibilne u
tradicionalnim kozmeti¢kim proizvodima. Kompanija Lipotec proizvodi milikapsule sa
tokoferil acetatom u crvenoj, beloj, zelenoj, plavoj i sivoj boji, pre¢nika 1-3 mm.
Koriste se u proizvodima za negu koze, kose, usne duplje. Prema navodima
proizvodaca, aktivne supstance u milikapsulama zadrzavaju svoju efikasnost dok se ne
oslobode iz kapsule, posle ¢ega ne zaostaju rezidue kapsula na kozi (24).

Askorbinska Kiselina

Vitamin C (INCI: Ascorbic acid) je hidrosolubilni antiokidans, koji ima Siroku
primenu u kozmeti¢kim proizvodima. U kozi igra vaznu ulogu u fotoprotekciji i
prevenciji pojave znakova starenja koze (25). Sposobnost vitamina C da smanji
hiperpigmentacije je posledica inhibicije enzima tirozinaze (26). Vitamin C, kao snazan
antioksidans redukuje oksidovani oblik vitamina E i vraéa ga u aktivni oblik, te se na taj
nacin ponovo iskori§¢vaju antioksidantna svojstva vitamina E.

Vitamin C je posvetljujuéa KAS, koja je bezbedna za melanocite, ali se zbog
svoje nestabilnosti ¢esto kombinuje sa drugim KAS, koje takode pokazuju izvesnu
sposobnost posvetljivanja koze (npr. ekstrakt korena sladi¢a ili soje) (27). Za
posvetljivanje koze se koriste serumi (losioni), koji sadrze do 10% vitamina C, a
pojedini kozmeticki proizvodi i 20% vitamina C, ¢iji pH je u kiselom podrucju (pH 2,0-
3,0). To je ispod najnizeg pH (3,0) kozmetic¢kih proizvoda za duzi kontakt sa kozom,
dozvoljen u EU, zbog €ega su ovakvi kozmeticki proizvodi svrstani u tzv. profesionalnu
kozmetiku i mogu se koristiti iskljucivo od strane dermatologa, ili uz njihov nadzor.

Problem izrade kozmetickih proizvoda sa vitaminom C je izrazita hemijska
nestabilnost. Faktori koji utiCu na stabilnost, odnosno povecéavaju brzinu razgradnje
vitamina C su: visoki pH, poviSena temperatura, prisustvo kiseonika i jona metala.
Razgradnja, prac¢ena zuc¢kastom bojom proizvoda, moze se nastaviti ubrzano, a zavisi i
od tipa formulacije, pakovanja, uslova ¢uvanja (28). U jednoj novijoj studiji iz 2016.
godine (29) pokazano je da askorbinska kiselina ima vecu stabilnost u emulzionom
sistemu, u poredenju sa vodenim i propilenglikolnim rastvorima, mikroemulzijama i
sistemima sa te¢nim kristalima. Da bi se oCuvala stabilnost vitamina C u kozmetickom
proizvodu potrebno je da pH proizvoda bude ispod 3,5, pa ¢ak i ispod 3,0. Osim
pazljivog izbora formulacije, posebna paznja se usmerava i na ispravno pakovanje
proizvoda - u ambalazi nepropustljivoj za svetlost i vazduh (30).
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Noviji derivati askorbinske kiseline

Brojni derivati vitamina C, sintetisani pre svega radi povecanja stabilnosti ovog
vitamina, mogu se podeliti na hidrosolubilne (magnezijum ili natrijum-askorbil fosfat,
askorbil glukozid, askorbil laktozid, natrijum ili magnezijum askorbat), liposolubilne
(askorbil palmitat, askorbil tetraizopalmitat) i amfifilne (trinatrijum askorbil palmitat
fosfat, etil askorbinska kiselina).

Askorbil glukozid (INCI: Ascorbyl Glucoside) je stabilan hidrosolubilan derivat
vitamina C. Esterifikacijom hidroksilne grupe molekulom glukoze, povecana je
stabilnost askorbinske kiseline. Askorbil glukozid ne dovodi do promene boje
kozmetickog proizvoda, a zadrzava bioloSku aktivnost askorbinske kiseline. Deluje kao
dobar antioksidans, ,,smanjuje” fine linije 1 bore, popravlja izgled koze i §titi je od
ostec¢enja suncem. U kozmetickim proizvodima se koristi u koncentraciji 0,1-0,2% (31).

Slicno, esterifikacijom hidroksilne grupe laktozom, dobija se stabilan
hidrosolubilni derivat askorbil laktozid (INCI: Ascorbyl Lactoside). Ovaj mali
hidrosolubilni molekul moze da penetrira kroz meducéelijske prostore, gde ¢e do¢i do
hidrolize pod dejstvom laktaze na molekul askorbinske kiseline i laktozu. Pokazuje
znatno bolju stabilnost u vodi, u poredenju sa askorbinskom kiselinom (32).

Proizvoda¢ Showa Denko (Japan) proizvodi stabilan, hidrosolubilan pro-vitamin
vitamina C, askorbil 2-fosfat (AF). Osetljiva hidroksilna grupa vitamina C je zaSti¢ena
prevodenjem u fosfatni estar. Estar nije fizioloski aktivan, ali hidrolizuje pod dejstvom
fosfataze u aktivnu askorbinsku kiselinu. AF je dostupan za kozmeticku upotebu u dva
oblika, kao magnezijumova so (INCI: Magnesium Ascorbyl Phosphate) (MAF) i
natrijumova so (INCI: Sodium Ascorbyl Phosphate) (NAF). Nije uocena razlika u
fizioloskom delovanju dve soli, medutim jeste hemijska. MAF je stabilniji oblik, dok je
proizvode namenjene posvetljivanju koze. Vecina novijih studija pokazuje znacajne
rezultate ovih supstanci i u ,hvatanju“ slobodnih radikala. Upravo zbog ovog efekta
nalaze primenu i u anti-age proizvodima, proizvodima za negu koze i proizvodima za
masnu kozu i kozu sklonu aknama (33). Preporucene koncentracije NAF, u proizvodima
za dnevnu negu koze su 0,2-2%, u proizvodima za zastitu od sunca 0,2-1%, a u
proizvodima za posvetljivanje hiperpigmentacija visSe od 3% (34). Preporucene
koncentracije za MAF, kada se koristi kao KAS su od 1-2%, a ako se koristi kao
antioksidans za kozmeticki proizvod, preporucena koncentracija je od 0,05-1% (35).

Etil askorbinska kiselina (INCI: 3-O-Ethyl Ascorbic Acid) je stabilan, amfifilni
derivat vitamina C, sa efektom posvetljivanja koze. Prema navodima proizvodaca
sirovine (Lipo Chemicals Inc., SAD), u testu inhibicije melanogeneze, sprovedenom na
kulturi melanocita, pokazano je da etil askorbinska kiselina deluje brze od askorbil
glukozida 1 magnezijum askorbil fosfata (36). Za razliku od ovih derivata vitamina C,
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koji su estri i kod kojih mora da dode do hidrolize da bi delovali, ovaj etar deluje
odmabh.

Askorbil palmitat (INCI: Ascorbyl Palmitate) (AP) je liposolubilni estar
askorbinske kiseline. Smatra se da poseduje bolju stabilnost i sposobnost penetracije u
kozu u odnosu na askorbinsku kiselinu. Ima antioksidantna svojstva, ,.hvata® slobodne
radikale u kozi i prevenira nastanak bora (25, 37). Osim kao KAS, ova supstanca se
decenijama koristi kao dobar liposolubilni antioksidans u kozmetickim proizvodima,
lekovima i hrani.

Za izradu kozmetickih proizvoda se mogu koristiti i drugi liposolubilni derivati
vitamina C, kao S§to je npr. tetra-izopalmitoil askorbinska kiselina (IPAA) (INCI:
Ascorbyl Tetraisopalmitate). Za ovaj derivat se navodi da je stabilniji od vitamina C,
kao 1 da bolje penetrira u kozu (38,39). In vivo ispitivanjima, na 20 dobrovoljaca,
pokazano je da odredene formulacije sa 1% ovog derivata vitamina C popravljaju izgled
koze (39).

Nosaci askorbinske Kkiseline i derivata

Inkapsulacija vitamina C u razli¢ite nosace moze da da dobre rezultate u pogledu
ocuvanja stabilnosti ovog vitamina i kontrolisanja isporuke u kozu. Inkapsulacija se vise
preporucuje u poredenju sa hemijskom modifikacijom, najvise iz razloga Sto hemijska
modifikacija moze da izmeni bioaktivnost vitamina C (26).

Noviji sistemi za isporuku vitamina C su ¢vrste lipidne mikrocestice (engl. Solid
Lipid Microparticles, skr. SLM), koje predstavljaju smesu hidrofilnih surfaktanata i v/u
emulzija. Kori§¢enjem ¢vrstih lipida, SLM su u ¢vrstom stanju na sobnoj temperaturi i
na taj nacin obezbeduju dugorocnu stabilnost aktivne supstance. Pravilnim izborom
vrste 1 koncentracije hidrofilnih i lipofilnih surfaktanata, kao i sa odgovaraju¢im
odnosom vodene 1 masne faze, SLM mogu samoemulgovanjem u vodenom medijumu
formirati v/u/v emulzije. Ovakve viSestruke v/u/v emulzije, koje su nastale
samoemulgovanjem SLM, omogucavaju produzeno oslobadanje 1 poboljSanu
penetraciju vitamina C u kozu svinja (40).

Osim askorbinske kiseline, u razli¢ite nosace se mogu inkorporirat i njeni derivati.
Tako se, npr. smanjenje razgradnje askorbil palmitata moze obezbediti njegovom
inkapsulacijom u mikroemulzije, polimerne nanocestice i ¢vrste lipidne nanocestice
(41). U studiji (42) je pokazano da je degradacija askorbil palmitata smanjena, kada je
inkapsuliran u nanonosace, koji i sami imaju antioksidantne osobine.

Inkluzijom askorbil tetraizopalmitata, jednog od novijih, liposolubilnih derivata
vitamina C, koji je uljasta te¢nost, u y-ciklodekstrin, ili njegovim adsorbovanjem na
mezoporoznu siliku dobijaju se praskovi, u kojima je postugnuta dobra stabilnost KAS,
a koji se lako mogu inkorporirati u ¢vrste kozmeti¢ke proizvode, pre svega dekorativne
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kozmetike. Oslobadanje askorbil tetraizopalmitata je veoma brzo, kada je nosac y-
ciklodekstrin, ili usporeno, kada je nosa¢ mezoporozna silika (43).

Niacinamid

Vitamin B3 (INCI: Niacinamide), poznat i pod imenom nikotinamid, je snazan
antioksidans, koga koza dobro podnosi, a ima ulogu u regeneraciji koze. Potvrdeno je
njegovo pozitivno dejstvo na koZzu sklonu aknama (44-46). Efekat gela sa 4%
niacinamida u nezi koze sklone aknama je uporediv sa efektima 1% klindamicin gela
(46). Ispitivanja su takode potvrdila da upotreba niacinamida znacajno smanjuje fine
linije 1 bore, hiperpigmentacije, kao i da poboljsava elasticnost koze (47, 48).

Niacinamid daje laganiju teksturu kozmeti¢kim proizvodima, S§to ga cini
pogodnim za upotrebu u dnevnim kremovima. Uobic¢ajeno se koristi u koncentraciji 3,5-
5 % (49,50). Najveci izazov u formulisanju kozmeti¢kih proizvoda sa niacinamidom i
nikotinskim estrima je izbe¢i hidrolizu do nikotinske kiseline. Nikotinska kiselina, ¢ak i
pri niskoj koncentraciji, moze da izazove crvenilo koze (napomena: zbog ovog dejstva
je izbacen i1z kozmetickih proizvoda tokoferil nikotinat). Pozeljno je da pH proizvoda sa
niacinamidom bude od 4 do 7, kako bi se izbegla hidroliza. Upravo iz navedenih razloga
izrada kozmetickih proizvoda sa niacinamidom 1 kiselinama (npr. sa salicilnom
kiselinom), kao i baznim sastojcima (npr. cink oksidom) je problemati¢na (3).

Miristil nikotinat (INCI: Myristyl Nicotinate) je lipofilni derivat vitamina B3, koji
penetrira u epidermis zahvaljujuéi lipofilnom ,,repu* (ostatak miristinske kiseline).
Studije na dobrovoljcima sa fotoostarelom kozom su pokazale da miristil nikotinat
poboljsava diferencijaciju Celija 1 barijernu funkciju epidermisa, pa moze da neguje
fotoostarelu kozu (51).

Pantenol

Pantenol (INCI: Panthenol) ili provitamin Bs je prirodni sastojak koze i kose, a
njegov nedostatak dovodi do orozavanja, depigmentacije, deskvamacije 1 svraba.
Pantenol penetrira u kozu 1 povecava sadrzaj vode u povrSinskim slojevima, ¢ime kozi
daje vlaznost, mekocu i vraca joj elasticnost, Cini je glatkom, bez pojave masnoce i
lepljivosti. Poboljsava funkciju kozne barijere. Takode je dobar humektans u
kozmetickim proizvodima (52,53). Preporucene koncentracije su od 2-5%, a najveca
dozvoljena koncentracija u kozmeti¢kim proizvodima za negu koze je 5,3% (54).

Pantenol je i dobar ovlaZivaé kose, ¢ini dlaku debljom i sjajnijom. Stiti i oporavlja
ostecenu dlaku od mehanickih i hemijskih tretmana (Cesljanje, Samponiranje, farbanje),
a smanjuje i nastanak ispucalih krajeva kose (55,56). Takode se koristi i u proizvodima
za negu noktiju. Moze da poveca kapacitet ocuvanja vode u noktu, a time se dalje
povecavaju fleksibilnost i elasti¢nost nokatne ploce (55). Preporucene koncentracije
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pantenola u proizvodima za negu kose su 0,1-5 %, a u proizvodima za negu noktiju 1%
(52,55).

Bezbednost primene kozmeti¢kih proizvoda sa vitaminima

Potrosaci smatraju vitamine bezbednim sastojcima u kozmetickim proizvodima.
To dokazuju i izveStaji o bezbednosti kozmetiCkih proizvoda sa vitaminima,
primenjenih u odredenim koncentracijama i1 za postizanje odredenih kozmetickih
efekata na kozi.

Evropski komitet za bezbednost potrosaca je u decembru 2016. godine ocenio da
je upotreba vitamina A (retinol, retinil palmitat i1 retinil acetat), u koncentracijama
0,05% u losionima za telo 1 0,3% u kremama za ruke, kremama za lice i proizvodima
koji se ispiraju sa koze bezbedna. Preporuka je da se vitamin A i njegovi estri ne koriste
u Evropskoj uniji u proizvodima za zastitu od sunca (9).

a-tokoferil acetat je najéesce koris¢eni oblik vitamina E u proizvodima za negu
koze 1 proizvodima za zaStitu od sunca. Pored njega, 2012. godine je ocenjena
bezbednost upotrebe jos 13 tokoferola i tokotrienola kao sastojaka u kozmetickim
proizvodima. Zakljueno je da su ovi sastojci bezbedni za upotrebu u kozmetickim
proizvodima i da ne predstavljaju rizik za iritaciju i senzibilizaciju koze (57) .

Vitamin C se smatra visoko bezbednom KAS, moze se primjenjivati
svakodnevno, u toku duzeg vremenskog perioda. MoZe se bezbedno kombinovati sa
drugim KAS (UV filteri, derivati vitamina A, glikolna kiselina). Retko se posle primene
zapazaju peckanje, eritem 1 suvoca koZze. Ovakve promene brzo se povlace posle
primene proizvoda za vlazenje koze. Dodatno upozorenje za proizvode sa vitaminom C
se odnosi na primenu u predelu oko oc¢iju — ne preporucuje se primjena na kozu oko
ociju.

U izvestaju CIR-a (engl. Cosmetic Ingredient Review), iz 2005. godine, navodi se
da su L-askorbinska kiselina, kalcijum askorbat, magnezijum askorbat, magnezijum
askorbil fosfat, natrijum askorbat i natrijum askorbil fosfat bezbedni za primenu u
kozmetickim proizvodima i da ne predstavljaju rizik za senzibilizaciju ili iritaciju koze
(59).

Askorbinska kiselina u proizvodima za profesionalnu upotrebu se koristi u
koncentracijama 10-20 % i ovi proizvodi imaju izrazito kiseli pH (2,0-3,0), zbog cega se
navodi da se mogu koristiti isklju¢ivo od strane dermatologa, ili uz njihov nadzor.

Niacin i1 niacinamid su u S$irokoj upotrebi u kozmetickim proizvodima,
prvenstveno kao kondicioneri koze i kose. Oba sastojka se smatraju bezbednim za
upotrebu u kozmetickim proizvodima u Evropskoj uniji. Izvestaj objavljen 2005. godine
je potvrdio da niacin i niacinamid ne predstavljaju rizik za senzibilizaciju 1 iritaciju
koze, kao i da su nekomedogeni (59).
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Na osnovu izvestaja CIR-a, iz 2016. godine, maksimalna koncentracija pantenola
u kozmeti¢kim proizvodima koji ostaju na kozi je 5,3% (54).

Zakljucak

Najcesce koriSéeni vitamini u kozmetickim proizvodima su: retinol 1 njegovi
estraski oblici, a-tokoferol, askorbinska kiselina, odredeni vitamini B grupe, kao i
derivati navedenih vitamina. Prisustvo vitamina u kozmetickim proizvodima uliva
poverenje kod krajnjih korisnika, koji smatraju takav proizvod efikasnim i bezbednim,
Sto moze biti ostvareno kada su vitamini prisutni u odobrenim koncentracijama.

Poboljsanje stabilnosti vitamina u kozmetickim proizvodima moze ukljucivati
modifikaciju same molekule vitamina sa ciljem poboljSanja stabilnosti, lipofilnosti ili
hidrofilnosti, ili primenu razli¢itth nosac¢a vitamina, koji mogu i1 modifikovati
oslobadanje ovih KAS.

Znanja o kozmetickim efektima vitamina i njihovih derivata se stalno prosiruju i
znacajna su za razumevanje efikasnosti, ali 1 bezbednosti kozmetickih proizvoda sa
jednim ili viSe vitamina u sastavu. Medutim, tvrdnje o kozmetickim efektima
kozmetickih proizvoda sa vitaminima, kao 1 sa bilo kojom drugom KAS, moraju biti
dokazane isklju¢ivo na gotovim kozmetickim proizvodima, na humanim dobrovoljcima.
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Summary

Vitamins A, E, C, B3 and provitamin B5 (panthenol), and their numerous derivatives are
most widely used in cosmetic products.

Cosmetic retinoids (retinol, retinaldehyde, and retinyl esters) have been used for years in
cosmetic treatments of (photo)aged skin - brightened hyperpigmentation, reducing roughness of
the skin and fine lines and wrinkles. Using the new vitamin A derivative, retinyl retinoate, is
considered to overcome the problems associated with instability and undesirable effects of
retinol. Hydroxypinacolone retinoate is a new anti-aging ingredient with the efficacy of retinol,
but with significantly less irritant potential.

Vitamin E (tocopherol) slows down the formation of wrinkles and alleviates the existing
ones. Because of the pronounced instability, vitamin E is used in the form of esters, usually as
tocopheryl acetate. The novelty on the market is a water-soluble derivative of vitamin E —
sodium tocopheryl phosphate.

Vitamin C also has positive effects on the skin. However, free vitamin C (ascorbic acid)
is very unstable and easily loses its activity. Newer derivatives of vitamin C, which may be
water-soluble, amphiphilic or liposoluble, have improved stability compared to the ascorbic
acid. They are used in skin care and skin lightening products.

Panthenol, which is a very good moisturizer, has been used in various cosmetic products
for skin and hair for many years. Vitamin B3 (niacinamide) is commonly used in facial day
creams, as skin conditioner.

Vitamins in cosmetic products can be considered as safe cosmetic active ingredients,
when used in appropriate chemical forms and in allowed concentrations.

Keywords: vitamins and derivatives, cosmetic effects on the skin,
safety of cosmetic products with vitamins
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Kratak sadrzaj

U polju farmaceutske tehnologije, nanofarmaceutski preparati/nanofarmaceutici su
trenutno tema koja se najvise ispituje i koja najvise obecava. Primjenom materijala zasnovanih
na nanotehnologiji, kao nosaa za isporuku lijekova, mogu da se poboljSaju njihove
farmakoloske osobine, mijenjaju¢i farmakokinetiku i distribuciju ljekovitih supstanci u
bioloskoj sredini. Ovaj pristup je narocito koristan u isporuci lijekova u tumorska tkiva. Zbog
svojih karakteristika, nanofarmaceutici imaju mnoge prednosti u odnosu na konvencionalne
preparate u hemoterapiji. Najveca prednost je ciljana isporuka lijeka do tumorskog tkiva, $to za
rezultat ima smanjenu sistemsku toksi¢nost, koja je najistaknutija mana konvencionalne
hemoterapije. Zahvaljujuéi klinicki postignutom uspjehu, poslednjih godina, od svih
nanonosaca, najvise paznje i najvecu primjenu, postigli su liposomi i micele. Na trzistu je
komercijano dostupno viSe razliCitih nanofarmaceutika sa ljekovitim supstancama iz
farmakoloskih grupa kao §to su antineoplastici, anestetici, analgetici, antibiotici, a naj¢esce su u
slijede¢im farmaceutskim oblicima: praSak za rastvor za infuziju, suspenzija za injekciju i
emulzija za injekciju. Takode, veéi broj nanofarmaceutika je u razli¢itim fazama klini¢kih
ispitivanja. Ipak, regulatorna tijela do sada nisu ponudila konkretne informacije o ispitivanjima
njihovih karakteristika, kontroli kvaliteta i pitanjima bezbjednosti nanofarmaceutika, koje su
farmaceutskim kompanijama neophodne u procesu razvoja i pripremi dokumentacije za
registraciju nanofarmaceutika, Sto otezava/odgada pojavu veéeg broja novih lijekova iz ove
grupe.

Kljuéne rijeci: nanofarmaceutski preparati/nanofarmaceutici, liposomi, nanokristali,

micele, nanoemulzije, nanokompleksi, bezbjednost
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Uvod

Nanotehnologija (gré. nano — uciniti da neSto izgleda malo), u kontekstu
nanomedicine, moze se definisati kao tehnologija koja obuhvata proizvodnju
nanonosaca za ljekovite supstance 1 dijagnosticke reagense, nanoelektronickih
biosenzora, nanouredaja, kao i nanostrukturiranih mikrouredaja. Na podrucju EU, 2011.
godine je usvojena preporuka o definiciji nanomaterijala, prema kojoj nanomaterijal
predstavlja prirodni ili materijal proizveden nenamjerno ili namjenski, koji se sastoji od
pojedinacnih Cestica, ili ima oblik agregata ili aglomerata, pri ¢emu najmanje 50%
Cestica 1ima jednu ili viSe spoljasnjih dimenzija u rasponu 1-100 nm
(http://ec.europa.eu/environment/chemicals/nanotech/fag/definition_en.htm). Medutim,
iako se u polju nanotehnologije, prema vecini definicija koje su dale razliCite druge
organizacije, udruzenja i regulatorna tijela, ,,nano* veli¢ina odnosi na veli¢inu od 1-100
nm u najmanje jednoj dimenziji (1, 2), u polju biomedicine ova definicija treba da se
prosiri i priblizi koloidnoj nauci, prema kojoj koloidni sistemi sadrZe Cestice koje imaju
veli¢inu od 1 nm do 1 um u najmanje jednoj dimenziji (3, 4). Istrazivanja u oblasti
biomedicine su prvenstveno usmjerena na razvoj nanonosaca koji ¢e dovesti do
znacajnih poboljSanja u terapiji bolesti, nego na razvoj nosaca Cije bi se dimenzije
strogo uklopile u definiciju nanotehnologije. Stoga, definicija nanotehnologije
primijenjene u biomedicinske i klini¢ke svrhe predstavlja nesto Siri pojam (5). Takode, i
FDA, kroz svoj vodi¢ namjenjen industriji (Guidance for Industry Considering Whether
an FDA-Regulated Product Involves the Application of Nanotechnology (6)), navela je
da materijali i proizvodi dimenzija izmedu 100 i 1000 nm mogu da imaju osobine i
ispoljavaju fenomene karakteristicne za nanomaterijale velicine 1-100 nm. Stoga,
postavljanje gornje granice od 1000 nm, u kombinaciji sa prisustvom karakteristika koje
su zavisne od veliCine Cestica, kao i fenomena tipi¢nih za nanomaterijale (1-100 nm),
predstavlja inicijalnu alatku kojom se identifikuju materijali ili proizvodi sa osobinama
koje su, sa regulatornog aspekta, od posebne vaznosti (6).

Nanomedicina je definisana kao primjena nanotehnologije u cilju postavljanja
medicinskih dijagnoza, lijecenja ili prevencije bolesti, koris¢enjem poboljSanih ili novih
fizickih, hemijskih 1 bioloskih materijala na nanometarskoj skali (5) i obuhvata
nanofarmaceutike (namijenjene za isporuku lijekova), nanodijagnosticke preparate,
preparate koji se koriste za terapiju i dijagnostiku (engl. nanotheranostics) i
nanobiomaterijale (npr. medicinski implantati) (8). Nanofarmaceutici, koji ¢ine oko
75% odobrenih nanomedicinskih proizvoda, su lijekovi u ¢ijoj proizvodnji najvazniju
ulogu imaju tehnike nanoinZenjeringa, pri ¢emu je koriS¢eni nanomaterijal od
krucijalnog znalaja za terapijsku aktivnost preparata ili nanomaterijal aktivnim
supstancama mijenja funkcionalnost, daju¢i im dodatne i jedinstvene karakteristike (3).
U razvoju farmaceutskih preparata koji sadrze nanomaterijale (nanofarmaceutici),
nanotehnologija je  koriS¢ena u cilju poboljSanja rastvoljivosti lijeka (micele,
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nanokristali), usmjeravanja lijeka do zeljenog mjesta sa veCom preciznoscu,
kontrolisanja oslobadanja lijeka (nanocestice i1 liposomi), i/ili poboljSanja transporta
kroz bioloske barijere (micele i nanocestice). Ovi pristupi imaju za krajnji cilj poveéanje
bioloske raspolozivosti lijeka, vecu farmakoloSku efikasnost 1 bezbjednost, te
poboljsanje lijeCenja bolesti koje trenutno ne moze biti postignuto upotrebom
konvencionalnih farmaceutskih oblika (9, 10). Razvoj nanodisperznih sistema je doveo
do znacajnog napretka u farmakoterapiji: zadovoljavajuce stabilnosti, vece selektivnosti,
manje toksi¢nosti, odgovarajuéeg farmakokinetickog profila inkorporirane ljekovite
supstance. Prvi dobijeni nanonosa¢i (nanoemulzije i liposomi) su inkorporirani u
odredeni broj odobrenih farmaceutskih preparata sa lijekovima kao Sto su doksorubicin,
daunorubicin, amfotericin B, nistatin, morfin, propofol, diazepam, deksametazon,
ciklosporin, etomidat. Razvojem nanocestica se otvorio put za kontrolisano oslobadanje
i ciljnu isporuku ljekovitih supstanci, s obzirom da one obezbjeduju bolju zastitu
inkorporiranih supstanci. Takode, u buducnosti se moze ocekivati sve veci broj
nanofarmaceutskih preparata sa biotehnoloskim ljekovitim supstancama (engl. biotech
drugs), kao Sto su nukleinske kiseline, proteini, peptidi, oligonukleotidi, DNK (11, 8).

Od ranih 90. godina proSlog vijeka pa do danas, broj objavljenih nauc¢nih
publikacija u kojima su proucavani nanofarmaceutici eksponencijalno raste. U ovoj
oblasti je zabijezeno preko 10000 nau¢nih radova, 1500 patenata i 115 klinickih
ispitivanja (12). Svjetska zdravstvena organizacija (SZO), FDA (Food and Drug
Administration) i EMA (European Medicines Agency) su odobrile da vise razli¢itih
nanofarmaceutskih preparata za lije¢enje razli¢itih bolesti postane komercijalno
dostupno (13). Godine 2016. je procjenjeno da je oko 250 nanofarmaceutika odobreno
ili je u nekoj od faza klini¢kih studija (8). Takode, prema podacima iz 2017. godine,
preko 100 novih lijekova sa nanomaterijalima prolazi kroz razlicite faze klinickih
ispitivanja (12). NajcesSée se radi o ispitivanjima preparata sa ljekovitim supstancama
koje su ve¢ komercijalno dostupne u farmaceutskim oblicima koji nisu bazirani na
nanotehnologiji, a cilj je da se postigne veca efikasnost i/ili bolja podnosljivost lijekova
u odnosu na postojece preparate (13). Osim toga, klini¢ki se ispituju i nanonosaci za
ciljnu isporuku lijekova i nanocCestica zasnovanih na metalima, kojima se lijek na
zeljeno mjesto dostavlja uvodenjem razlicitih spoljasnjih stimulusa (8).

Terapijska efikasnost 1 bezbjednosti lijekova, pored kvaliteta, osnovni su zahtjevi
koje preparat treba da ispuni da bi postigao komercijani uspjeh. Medutim, veéina
nanofarmaceutika ne ispuni pomenute uslove za registraciju lijeka na trzistu (14). Kao
uzroci za ogranicen klinicki uspjeh nanofarmaceutskih lijekova se najceS¢e navode
nedostatak metoda 1 standardizovanih protokola za pretklini¢ki razvoj, kao 1 za
ispitivanje efikasnosti, toksi¢nosti i bezbjednosti ove grupe preparata (15-17).
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Odobreni nanofarmaceutski preparati na trzistu lijekova

Na svjetskom trziStu lijekova odobreni nanofarmaceutski preparati ukljucuju

formulacije zasnovane na liposomima, nanoemulzijama, nanokristalima, polimer-
protein konjugatima, polimernim lijekovima, nanokompleksima, polimernim micelama,
nanocesticama i1 virosomima (3, 10, 18). U Tabeli I su opisane razli¢ite vrste nosaca

ljek

ovitih supstanci u nanofarmaceutskim preparatima i shematski prikazana njihova

struktura.

Tabela I  Nosaci aktivnih supstanci u odobrenim nanofarmaceutskim preparatima —
karakteristi¢ne osobine i prikaz strukture

Table I  Drug carriers in commercially available nanopharmaceutical preparations —
characteristics and structure

Nosac
aktivne
supstance

Definicija/osobine Shematski prikaz strukture

Liposomi

o Sferi¢ne vezikule sastavljene od jednog
ili vise zakrivljenih lipidnih dvoslojeva koji
okruzuju vodeno jezgro i po svojoj gradi su
sli¢ni ¢elijskim membranama. Lipofilni
krajevi dvoslojeva su orjentisani jedni prema hidrofilne glave
drugima i grade unutrasnji, lipofilni dio
vezikule. U ovaj lipofilni dio se mogu
inkorporirati lipofilni ili amfifilni lijekovi,
ukoliko su pogodne veli¢ine i geometrije hidrofilno jezgro i ljekovita
molekula. Hidrofilne glave lipida su supstanca
okrenute prema spoljasnjoj vodenoj fazi i
unutrasnjem vodenom jezgru vezikule. U
hidrofilne dijelove se mogu inkorporirati
lijekovi rastvorljivi u vodi. Velic¢ine su od 10
nm do 10 pm (19-21).

hidrofobni dvosloj i ljekovita
supstanca

by f?J?I

\1 \".\

Preuzeto i prilagodeno prema referenci 21

Nanokristali

e Nanocestice ljekovitih supstanci
dimenzija od nekoliko nm do 1000 nm (22,

23). /

e Rastvorljivost aktivnih supstanci je 4 0 - x 1000 :
kqnstantna Vrljedgost 1 zavisi O.d hemijske T - , K
prirode supstance i rastvaraca, i od d

temperature. Ispod kriti¢ne veli¢ine od 1000 - .
nm, saturaciona rastvorljivost supstance je u 100 um 10 pm 100 nm
funkciji veli¢ine Cestica i sa smanjenjem
njihove veliCine, rastvorljivost raste, $to i
povecéava stepen njihove resorpcije kada se Preuzeto iz reference 22
nadu u GIT-u (3, 24).

-

Povecanje povrsine i broja Cestica, smanjenjem veliCine Cestica

268




Nosacé

aktivne Definicija/osobine Shematski prikaz strukture
supstance
Hidrofobni
lijek u
uljanoj fazi
Kap ulja
e Nanoemulzije (ranije submikronske
emulzije ili mini emulzije) su disperzije ulja
.. | 1vode stabilizovane surfaktantima, gdje su )
Nanoemulzije dispergovane kapi reda nanometarskih " 7 Vodena
veli¢ina (50-1000 nm, a najées¢e 100-500 Emulgator faza
nm) (25).
U/V nanoemulzija
Preuzeto i prilagodeno prema:
http://blogs.nottingham.ac.uk/malaysiaknowledgetransfer/2013/06
/25/what-is-pharmaceutical-nanoemulsion/
o Koloidni sistemi, obi¢no pre¢nika od 1
do 100 nm, koji su uglavnom izgradeni od ]
biodegradabilnih polimera (GRAS status, polimerna membrana
eng. Generally Recognized and Safe) (11, liekovita
26). Dijele se na: supstanca
> nanosfere — nanocestice matriksnog
tipa ¢iji cijeli volumen zauzima polimer, sa
Nanocestice | lijekom dispergovanim u polimerni matriks

nanosfere ili adsorbovanim na njenu
povrsinu;

> nanokapsule — nanocestice
sastavljene od polimerne membrane koja
okruzuje jezgro ispunjeno tecnoscu (ulje ili
voda) sa lijekom, ili je lijek adsorbovan na
povrsinu nanokapsule (27-30).

unutrasnje
jezgro

nanosfera nanokapsula

Preuzeto i prilagodeno prema referenci 29
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Nosac
aktivne
supstance

Definicija/osobine

Shematski prikaz strukture

Polimerne
micele

e Klasa micela (obi¢no sfernog oblika i
precnika 5-100 nm) koja se obrazuje u
vodenoj sredini samoorganizovanjem blok
kopolimera, sastavljenih od hidrofilnih i
hidrofobnih monomernih jedinica, pri
koncentraciji viSoj od kriticne micelarne
koncentracije. Ove Cestice imaju jezgro
izgradeno od hidrofobnih blokova
stabilizovano omotacem od hidrofilnih
polimernih lanaca. Iako se za sintetisanje
polimernih micela mogu koristiti razliciti
hidrofilni polimeri, za obrazovanje
hidrofilnog omotaca se najcesce koriste PEG
blokovi sa molekulskom masom od 1 do 15
kDa, a duzina blokova za obrazovanje jezgra
je nesto manja nego za formiranje
hidrofilnog dijela micele (27, 29, 30).

» Ligand za ciljno vezivanje

Hidrofilni blok

Hidrofobno jezgro

Regija omotaca

Preuzeto i prilagodeno prema referenci 30

Preparati
zasnovani na
polimerima

e Ova grupa nosaca ljekovitih supstanci se
razlikuje od polimernih nanocestica i
zasnovana je na upotrebi rastvorljivih
polimera kao osnovne komponente jezgra
nosaca (10).

e Vrste: polimerni lijekovi, polimer-lijek
konjugati, polimer-protein konjugati,
polimerni vektori i dendrimeri (31).

. Ligandiza ciljno
Polimer vezivanje ili

Prul:in Lijek /dijagnus(ikll
| | T

Lijek (konjugovan ili
adsorbovan)

) gy
ef 16 §NS

Polimer-protein Polimer-lijek Dendrimer

konjugat konjugat

Preuzeto i prilagodeno prema referencama 32133
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Nosacé

oksida gvozda

aktivne Definicija/osobine Shematski prikaz strukture
supstance

Polinuklearno jezgro
gvoide(TI)-oksida

e Magnetne nanocestice (10-100 nm), \

sintetisane od gvozde-oksida ili magnetita, .

. koje ispoljavaju superparamagnetni efekat.
Nanocestice

Nakon injektovanja u krvni sistem, lijek,
koji je vezan za njih, se do mjesta djelovanja
vodi primjenom lokalnog magnetnog polja
(27, 30).

prevlaka

Preuzeto i prilagodeno prema referenci 10

; Lipidni dvosloj
4 ' T
7 //? Antigeni

e Male unilamelarne fosfolipidne vezikule
koje sadrZe na svojoj povrsini glikoproteine
virusa, §to im omogucuje fuziju sa ciljanim
¢elijama, indukujuéi poja¢an imuni odgovor
(9, 10).

Preuzeto i prilagodeno prema referenci 34

Vecina nanofarmaceutika koji su komercijalno dostupni predstavljaju formulacije
koje sadrze ljekovite supstance koje su takode odobrene u konvencionalnim
farmaceutskim oblicima. Medu aktivnim supstancama su najviSe zastupljeni lijekovi
visoke toksi¢nosti, a najveéi broj formulacija sadrzi paklitaksel (Abraxane® prasak za
suspenziju za infuziju, Abraxis Bio Science; Genexol®-PM prasak za suspenziju za
infuziju, Samyang Biopharmaceuticals Corporation; Nanoxel® rastvor za infuziju,
Dabur Pharma) ili doksorubicin (Caelyx®/Doxil® koncentrat za rastvor za infuziju,
Janssen-Cilag; Myocet® praSak, disperzija i rastvara¢ za koncentrat za disperziju za
infuziju, Cephalon). Mnogi od lijekova imaju i veoma nisku rastvorljivost, zbog ¢ega se
u njihovim konvencionalim farmaceutskim oblicima morao upotrebiti solubilizator
neodgovarajuceg toksikoloskog profila (makrogol-1500-gliceril triricinoleat —
Cremophor® EL) za rastvaranje paklitaksela u Taxol® rastvoru za infuziju, kao i cikli¢ni
oligosaharid, hidroksipropil-B-ciklodekstrin, kao posrednik za obrazovanje inkluzionih
kompleksa sa itrakonazolom u Sporanox® oralnom rastvoru (13, 22). Kao nosadi za
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isporuku lijekova u odobrenim nanofarmaceutskim preparatima najce$ée su koriséeni
liposomi (doksorubicin, daunorubcin, vinkristin, amfotericin B, nistatin, mifamurtid,
irinotekan, citarabin, heparin) 1 nanoemulzije (etomidat, propofol, deksametazon,
diazepam, liposolubilni vitamini, ciklosporin, difluprednat), a znacajan broj preparata
sadrzi  nanokristale aktivnih  supstanci  (rapamicin, aprepitant, fenofibrat,
megesetrolacetat, paliperidon, olanzapin, morfin, metilfenidat, tizanidin). Takode,
nanofarmaceutici su najceS¢e odobreni u farmaceutskim oblicima za parenteralnu
primjenu: prasak za rastvor za infuziju (Ambisome®, formulacija amfotericina B sa
liposomima), suspenzija za injekciju (Exparel®, sadrzi bupivakain inkapsuliran u
liposome) i emulzija za injekciju (Etomidat® Lipuro), zatim kao &vrsti farmacetski
oblici za peroralnu primjenu (meke kapsule (Sandimmun  Neoral®,
samomikroemulgujuéi preparat sa ciklosporinom), tablete (Triglide®, sadrzi
nanokristale fenofibrata), kapsule sa produzenim oslobadanjem (Avinza®, sa
nanokristalima morfina; Focalin XR®, sadrzi nanokristale deksametilfenidata)). Osim
toga, dostupno je i nekoliko preparata za ostale puteve primjene, i to: pulmonalna
(Curosurf® suspenzija za endotraheopulmonalno ukapavanje), oftalmologka (Durezol®
kapi za o¢i, Restasis® kapi za o¢i, Ikervis® kapi za oc¢i) i dermalna primjena
(ViaTromb® sprej za kozu/gel)), ali i lijekovi iz grupe vakcina, kod kojih su nosaci
virosomi (Epaxal®, suspenzija za injekciju, vakcina protiv hepatitisa A; Inflexal® V,
suspenzija za injekciju, vakcina protiv influence).

Tabela II Primjeri odobrenih nanofarmaceutskih preparata na trzistu Srbije i Bosne i
Hercegovine (https://www.alims.gov.rs/ciril/, http://www.almbih.gov.ba/)

Table I1

Examples of commercially available nanopharmaceutical preparations in Serbia and
Bosnia and Herzegovina (https://www.alims.gov.rs/ciril/, http://www.almbih.gov.ba/)

Nosa¢ aktivne

Ime lijeka i

Ljekovita supstanca i

supstance farmaceutski oblik sadrzZaj Indikacija Proizvodat
Curosurf® F OSfollpl.dI.la frakcija iz o )
.. pluca svinje (poraktant Prevencija i terapija . .
suspenzija za . . . Chiesi Farmaceutici
alfa) respiratornog distres sindroma ..
endotraheopulmonalno | K . . GmbH, Austrija
ukapavanje 80 mg/m od prijevremeno rodene djece
Alveofact®
Liposomi prasak i rastvarac za Fosfolipidna frakcija iz Prevencija i terapija Lyomark Pharma

suspenziju za

pluc¢a goveda (surfaktant)

respiratornog distres sindroma

GmbH, Njemacka

endotraheopulmonalno 45 mg/ml kod prijevremeno rodene djece
ukapavanje
®
Susslgl;e;rgz 7a Beraktant ’ Prevencijg i terapija '
endotraheopulmonalno (ekstrakt govedih pluca) | respiratornog distres sindroma AbbVie Inc., SAD
ukapavanje 25 mg/ml kod prijevremeno rodene djece
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Nosacd

aktivne _ Imelijeka Ljekovita supstanca i Indikacije Proizvodat
i farmaceutski oblik sadrzaj
supstance
Rapamune® Rapamicin (sirolimus) Prevencija odbacivanja Pfizer Ireland
obloZena tableta 1 mg transplantiranog organa Pharmaceuticals, Irska
Emend® Aprepitant Preyeqcua muenine 1 Merck Sharp & Dohme
. povracéanja kod emetogene ..
kapsula, tvrda 80 mgi 125 mg " . B.V., Holandija
hemoterapije karcinoma
Nanokristali Recipharm Fontaine,
Lipidil® 145/ Lipanthyl® Fenofibrat Hipertrigliceridemija, Francuska/ Mylan
145/ Zyglip 145 m hiperholesterolemija, Laboratories SAS,
film tableta & dislipidemija Francuska/ Alkaloid AD,
tableta Makedonija
— o -
.).(epll(?n. . Paliperidon palrmtat Bipolarni poremecaji, Janssen Pharmaceutica
suspenzija za injekcijusa | (39,78, 117, 1561234 Sizofreniia N.V.. Beleiia
produzenim oslobadanjem mg/ml) J Vo PRl
Diprivan® Propofol Astra Zeneca, Velika
emulzija za injekciju/ 10 Hli /ml Anestetik Britanija/Corden Pharma
infuziju & Societa per Azioni, Italija
Retinol 194,1 pg/ml,
Vitalipid® N Adult fitomenadion 15 pg/ml, . .
.. koncentrat za emulziju za ergokarciferol 0,5 Nadoknada vitamina Freseryus Kabi AB,
Nanoemulzije . . Svedska
infuziju pg/ml, tokoferol 0,91
pg/ml
Vitalipid® N Infant Retinol 1353 1 g/ml, . .
.. fitomenadion 20 pg/ml, o Fresenius Kabi AB,
koncentrat za emulziju za . Nadoknada vitamina &
infuziiu ergokarciferol 1 pg/ml, Svedska
J tokoferol 0,64 pg/ml
- T - -
Sandimmun Neoral Clklospo.r n Profilaksa odbacivanja Novartis Pharma,
SMEDDS* kapsula, meka 25 mg, 50 mg i 100 mg . - .
oralni rastvor 100 mg/ml transplantiranog organa Svajcarska
®
Polimerne . Abraxane . Paklitaksel o . Celgene Europe Limited,
. prasak za suspenziju za Metastazirani rak dojke . .
nanocestice infuziju 5 mg/ml Velika Britanija
Renvela® . . . .. . .
film tableta Sevelamer-hidrohlorid Hiperfosfatemija kod Genzyme Limited, Velika
cagak za oralnu 800 mg pacijenata na hemodijalizi Britanija/ Genzyme
p suspenziju 24¢ ili peritonealnoj dijalizi Limited, Irska
Teva Pharmaceuticals
Copaxone® Industries Ltd, Izrael/ Teva
S . Pharmaceuticals Europe
Preparati nargﬁ:'/;:ozri linrf .Zlf(cclij;lnlgm ZOGnlqat/lrrirlnfzg iﬁtitml Multipla skleroza BV, Holandija/ Norton
zasnovani na puny < ric1J1 & & Healthcare Limited T/A
polimerima p Ivax Pharmaceuticals,
Velika Britanija
Somavert® Pegvisomant Pfizer Manufacturin
prasak i rastvarac za & Akromegalija &

rastvor za injekciju

10 mg, 15 mg 120 mg

Belgija

PegIntron®
prasak i rastvarac za
rastvor za injekciju

Peginterferon alfa-2b
50 pg, 80 pgi 100 pg/
0,5 ml

Hronicni hepatitis C

Schering-Plough Labo
N.V, Belgija
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Nosac aktivne Ime lijeka . . . . s o e . -
supstance i farmaceutski oblik Ljekovita supstanca i sadrzaj Indikacije Proizvodac
Pegasys®
rastvor za injekciju u .
napunjenom Peginterferon alfa-2b Hepatitis B, hroni¢ni | F. Hoffmann-La Roche
S . 90 ng/0,5 ml, 135 pg/0,5 ml, L 5 .
injekcionom Spricu/ 180 1e/0.5 ml hepatitis C Ltd, Svajcarska
rastvor za injekciju u He,
penu sa uloskom
. Neula.stllm . . Neutropenija
Preparati rastvor za injekciju u Pegfilgrastim indukovana Amgen Europe B.V.,
zasnovani na napunjenom 6 mg/0,6 ml hemoterapiiom Holandija
polimerima injekcionom $pricu Py
: ®
rastvolrvlzlgciertlr'aekci'u u Metoksi-PEG-epoctin beta Anemija kod Roche Diagnostics
mnjexey 50,75, 100, 120, 1501 200 pug | hroniénih oboljenja SNos?
napunjenom GmbH, Njemacka
Lk . /0,3 ml, 360 pg/0,6 ml bubrega
injekcionom S$pricu
5 ®
raéalfil lrgazrt?/araé za Leuprorelin-acetat Kancer prostate Astellas Pharma
p L 7,5 mg, 22,5 mg 1 45 mg p Europe B.V., Holandija
rastvor za injekciju
® v - . B
Venofer Kompleks gvozde(IIT)-oksida i Anemija uzrokovana | Vifor (International)
rastvor za saharoze nedostatkom gvozda Inc, Svajcarska
Nanocestice injekciju/infuziju 20 mg/ml elementarnog gvozda g - OV
1 X ®
oksida gvozda l:;[;)tr\l/(())fe;a Gvozde(Ill)-izomaltozid 1000 Anemija uzrokovana Pharmacosmos A/S,
L .. 100 mg/ml elementarnog gvozda | nedostatkom gvozda Danska
injekciju/infuziju
* SMEDDS (engl. Self Microemulsifying Drug Delivery System) — Samo-

mikroemulgujuci nosac za isporuku lijeka

S obzirom da su se liposomi kao nosaci aktivnih supstanci poceli ispitivati od
1976. godine (35), o¢ekivano je da su najstarija i najzastupljenija klasa nanonosaca u

klinickoj primjeni.

Osim formulacija lijekova koji se koriste u hemoterapiji

(doksorubicin, daunorubicin, vinkristin, citarabin, mifamurtid), preparati sa liposomima
su dostupni 1 za lije€enje gljivicnih infekcija (amfotericin B, nistatin), bola (bupivakin,
mofin), oboljenja oka (verteporfin), kao i respiratornih oboljenja novorodencadi
(beraktant, bovektant, poraktant alfa). Inkapsulacijom aktivnih supstanci u liposome se
usporava njihovo oslobadanje i umanjuje renalni klirens, $to mijenja farmakokinetiku
slobodnih lijekova (36). Takode, oblaganjem povrSine liposoma polietilenglikolima
(PEG) ili drugim polimerima se obezbjeduje sterno ometanje za opsonizaciju od strane
retikulo-endotelnog sistema i produzuje vrijeme zadrzavanja liposoma u cirkulaciji.
Produzeno prisustvo liposoma u cirkulaciji omoguéuje njihov prolazak na mjesta gdje

liposomima DaunoXome® koncentrat za rastvor za infuziju i Caelyx®/Doxil® koncentrat
za rastvor za infuziju znacajno je smanjena kardiotoksi¢nost, koja je uobiCajena za
terapiju daunorubicinom i doksorubicinom (10), kao i povecana akumulacija lijekova u
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tumorskom tkivu (3). Sli¢no, nezeljena dejstva amfotericina B (reakcije povezane sa
primjenom infuzije lijeka i nefrotoksi¢nost indukovana hroni¢nom primjenom lijeka) su
prevazidena upotrebom liposoma kao nosaca ljekovite supstance u AmBisome® prasku
za rastvor za infuziju. Iako je klinicka prednost upotrebe nanofarmaceutskih preparata
sa liposomima naj¢e$¢e smanjenje nezeljenih efekata lijekova (13), takode moguce je
produziti poluzivot i usporiti oslobadanje lijekova (Caelyx®/Doxil®, DepoCyt®,
DepoDur®, Myocet®), smanjiti ucestalost doziranja citarabina (DepoCyt®) ili dozu
morfin-sulfata za adekvatnu kontrolu bolesti (DepoDur®), kao i oponasati prirodnu
strukturu virusa (preparati sa virosomima, poput Inflexal® V, Epaxal®) (3, 10). Godine
2016. je odobren preparat sa liposomima Onivyde® disperzija za injekciju/infuziju, koji
sadrzi inhibitor topoizomeraze I (irinotekan) inkapsuliran u liposome, a upotrebom ovog
lijeka se produzava vrijeme prezivljavanja pacijenata sa metastatskim tumorom
pankreasa (24).

Antineoplastik paklitaksel je aktivna supstanca u vise razli¢itih nanofarmaceutika
na trzistu: Genexol-PM®, prasak za suspenziju za infuziju, Nanoxel®, rastvor za infuziju
i Abraxane®, prasak za suspenziju za infuziju. S obzirom na njegovu veoma nisku
rastvorljivost u vodi, za rastvaranje lijeka u konvencionalnim farmaceutskim oblicima
(Taxol® rastvoru za infuziju i generi¢ki ekvivalenti) je kori$¢ena smjesa dviju pomoénih
supstanci — surfaktant makrogol-1500-gliceril triricinoleat (Cremophor® EL) i etanol
(50:50). Medutim, prisustvo pomenutog surfaktanta u formulaciji je povezano sa
pojavom ozbiljnih neZeljenih efekata, kao $to su hipersenzitivne reakcije (37). U
poredenju sa Taxol® rastvorom za infuziju pokazano je da su neZeljeni efekti smanjeni
upotrebom nanofarmaceutskih preparata sa paklitakselom. Takode, postignuta je veca ili
slicna efikasnost u slu¢aju primjene Genexol®-PM (koji ée vjerovatno biti odobren u
EU pod imenom Cynvilog®) i Nanoxel®-a, respektivno, kao jedina dva odobrena
preparata zasnovana na polimernim micelama (10, 35, 38-40). Abraxane® je zasad
jedini odobreni lijek u kojem su polimerne nanocCestice nosaci paklitaksela. Ovaj sterilni
liofilizat sadrzi 100 mg paklitaksela u amorfnim nanocesticama albumina prosje¢nog
preénika od 130 nm i upotrebljava se u obliku suspenzije za infuziju, upravo
zahvaljujuéi veli¢ini Cestica od 130 nm, koje se mogu primjenjivati intravenski. Zbog
manje toksi¢nosti i1 duzeg zadrzavanja nanocestica albumina u cirkulaciji, dozvoljena je
upotreba paklitaksela u ve¢im dozama, u poredenju sa Taxol®-om (37). Zbog klini¢ki
dokazane prednosti u odnosu na konvencionale formulacije infuzionih rastvora
paklitaksela sa surfaktantom, Abraxane® se danas rutinski koristi u klini¢koj praksi za
indikaciju metastaziranog raka dojke (13).

Slicno kao u slucaju liposoma, polimernih micela 1 polimernih nanocestica, i u
kategoriji nanoemulzija, najveéi broj preparata je odobren u farmaceutskim oblicima za
parenteralnu primjenu. Tradicionalno, nanoemulzije se ve¢ oko pet decenija koriste u
totalnoj parenteralnoj ishrani pacijenata. Kapacitet za rastvaranje velikih koli¢ina

275



hidrofobnih lijekova, kao i moguénost zastite aktivnih supstanci od hidrolize i enzimske
degradacije, ¢ini nanoemulzije veoma pogodnim nosa¢ima za parenteralnu primjenu
lijekova. Odreden broj nanofarmaceutskih preparata sa nanoemulzijma je odobren za
nadokanadu liposolubilnih vitamina (vitamin A, D, E 1 K) 1 lijeenje razli¢itih bolesti
nanofarmaceuticima diazepama, propofola, deksametazona, etomidata, flurbiprofena i
prostaglandina E1) (41). Takode, veliku paznju istrazivaca privla¢e samodispergujuci
nosaci za isporuku lijekova zasnovani na lipidima, koji sadrze lijek u homogenoj,
izotropnoj smjesi sastavljenoj iz lipida (ulja), hidrofilnih surfaktanta/kosurfaktanta, a
mogu da sadrze i hidrofilne korastvarace. Kada takvi preparati dospiju u lumen GIT-a,
mijeSanjem sa gastrointestinalnom tecnoS¢u se obrazuje U/V mikroemulzija (samo-
mikroemulgujuéi nosaci za isporuku aktivnih supstnci) ili U/V nanoemulzija (samo-
nanoemulgujuc¢i nosaci za isporuku aktivnih supstanci) (42). Za sada, uglavnom zbog
ograni¢enja vezanih za upotrebu surfaktanta i korastvaraca, i mogucnosti precipitacije
lijeka nakon razblazenja in vivo (Sto vodi do nepredvidene oralne bioloSke
raspolozivosti), samo nekoliko preparata na bazi samo-mikroemulgujucéih/samo-
nanoemulguju¢ih nosa¢a je dostupno na trzistu, poput Sandimmun Neoral® mekih
kapsula, Sandimmun Neoral® oralnog rastvora (Novartis Pharma, Njemacka) i Norvir®
mekih kapsula (Aessica Queenborough Ltd, Velika Britanija) (10, 43).

Najveci broj preparata koji sadrze nanokristale lijekova je namjenjen za peroralni
put primjene (tablete, kapsule sa produzenim oslobadanjem, tvrde kapsule, oralna
suspenzija), dok se manji broj lijekova iz ove kategorije nanofarmaceutika primjenjuje
parenteralno. Kao glavne prednosti peroralnih farmaceutskih oblika sa nanokristalima
(npr. Rapamune® obloZene tablete, Emend® tvrde kapsule, Tricor® tablete, Megace® ES
oralna suspenzija) navode se prihvatljivost od strane pacijenata (§to moze povecati
komplijansu) i veca bioloska raspolozivost u odnosu na rastvore lijekova, proistekla iz
smanjivanja Cestica lijeka do nanometarskih veli¢ina, $to dovodi do povecanja
rastvorljivosti lijeka (22). Nadalje, upotreba nanokristala moze znafajno da umanji
zahtjevanu dozu lijeka, kao §to je slu¢aj sa Tricor® tabletama (145 mg fenofibrata u
nanofarmaceutiku u poredenju sa tabletama (160 mg) i kapsulama (200 mg) koje sadrze
mikronizirani, odnosno nemikronizirani fenofibrat) (44). Osim toga, u slu¢aju Tricor®
tableta, nanokristali fenofibrata znac¢ajno umanjuju razliku u apsorpciji izmedu ,,nataste*
i ,,site” faze, u poredenju sa tabletama/kapsulama koje ne sadrze nanokristale aktivne
supstance, jer adhezivna svojstva nanokristala na crijevnoj sluzokozi nisu ugrozena u
prisustvu hrane, §to moze biti od znacaja za komercijalni uspjeh lijekova ukoliko bi bilo
zahtjevano da se uzimaju sa hranom (10).

Parenteralni put primjene lijeka je dominanatnan i u sluc¢aju formulacija lijekova
baziranih na  nanodesticama  gvozde(Ill)-oksida: =~ Feraheme™  (Advanced
Magnetics)/Rienso. (Takeda Italia Farmaceutici SpA), Ferinject® (Vifor France
SA)/Injectafer® (Luitpold Pharmaceuticals), Venofer® (Vifor (International) Inc),
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Ferrlecit® (Aventis Pharma), Monofer® (Pharmacosmos A/S), Ferrisat® (Pharmacosmos
A/S) i Cosmofer® (Pharmacosmos A/S). Navedeni rastvori za injekciju/infuziju sa
nanocesticama oksida gvozda koriste se u terapiji anemije, ukoliko se oralnom
terapijom ne postize odgovarajuci efekat ili pacijenti imaju hroni¢nu insuficijenciju
funkcije bubrega. Gvozde se iz ovakvih kompleksnih struktura oslobada u makrofage
retikulo-endotelnog sistema, odakle prelazi intracelularno u zalihe gvozda ili u
transferin u plazmi i postaje dostupno za efektivnu eritropoezu (3, 45). S obzirom da
proizvodnja razli¢itth nanokompleksa oksida gvozda podrazumijeva razliCite polazne
materijale i razli¢ite uslove proizvodnje (npr. reakciono vrijeme, pH, temperatura),
odobreni lijekovi se razlikuju medusobno po svojim fizickohemijskim osobinama, od
kojih neke uopste ne mogu da se otkriju uobicajenim metodama u kontroli kvaliteta
lijekova. Stoga, razlike u strukturi jezgra, veli€ini Cestica i njihovoj distribuciji, odnosu
izmedu gvozda i ugljenog hidrata, mogu znacajno da uticu na stabilnost kompleksa,
dispoziciju lijeka nakon primjene i1 oslobadanje gvozda (45). Ove razlike takode mogu
imati uticaja i na pojavu nezeljenih dejstava nakon primjene parenteralnih
nanofarmaceutika, kao §to je pojava hipofosfatemije (Ferinject®/Injectafer®), prolazne
proteinurije (Venofer®), osteéenja jetre (Ferrlecit®) ili alergijskih reakcija, koje su
izazvane prisustvom dekstrana, $to je zajednicko za sve parenteralne preparate gvozda
(10). U sluéaju Monofer® rastvora za injekciju/infuziju, u kojem je nanokompleks
matriksne strukture, oslobadanje gvozda je kontrolisano i usporeno, §to obezbjeduje
brzu primjenu lijeka kao visokodozne i.v. infuzije ili bolus injekcije, sa malim rizikom
za pojavu intoksikacije slobodnim gvozdem (10). Osim lijekova za nadoknadu gvoZzda,
od 2013. godine je u Evropi odobren jos jedan preparat koji sadrzi superparamagnetne
nanocestice gvozda obloZene aminosilanom, a koristi se u terapiji tumora (glioblastoma,
prostate i pankreasa): NanoTherm® (MagForce Ag, Njemacka). Injektovane nanogestice
se podvrgavaju djelovanju promjenjivog magnetnog polja, Sto uzrokuje njihovu
oscilaciju, koja generiSe toplotu direktno u tumorskom tkivu i unistava ga kroz termalnu
ablaciju (3).

U kategoriji nanofarmaceutika koji su zasnovani na polimerima, a imaju razlicite
osobine od polimernih nanocCestica, najve¢i broj lijekova predstavlja konjugate
proteinskih molekula sa PEG ili lijek-protein konjugate. Zbog svojih dimenzija,
fizioloski makromolekuli koji se koriste u terapiji, mogli bi se i sami svrstati u
kategoriju nanofarmaceutika, ali se njthovo PEG-ilovanje (uvodenje PEG lanaca) koristi
da bi se produzilo njihovo vrijeme zadrzavanja u cirkulaciji i smanjila imunogenost (3).
Tako je PEG-ilovanje interferona (Peglntron® and Pegasys®) zna¢ajno produZilo
njihovo vrijeme zadrzavanja u cirkulaciji i prelazak u hepatocite, §to je dovelo do
poboljsanja u lijecenju hepatitisa (10). Iako razvoj polimernih terapeutika pocinje sa
formulacijama za tretman malignih oboljenja, odobreni lijekovi ukljuc¢uju brojne
indikacije, poput infektivnih oboljenja (PegIntron® prasak i rastvara¢ za rastvor za
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injekciju i Pegasys® rastvor za injekciju u napunjenom injekcionom $pricu),
reumatoidnog artritisa (Cimzia® rastvor za injekciju i prasak za rastvor za injekciju) i
makularne degeneracije (Macugen® rastvor za injekciju) (32). Sli¢no kao kod ostalih
grupa nanofarmaceutskih lijekova, i u grupi polimernih terapeutika, parenteralni put
primjene lijeka se izdvaja kao dominantan. Samo nekoliko lijekova je namijenjeno za
oralnu upotrebu, kao §to su Renagel®/Renvela® film tablete i Welchol® tablete i prasak
za oralnu suspenziju, a koriste se za lijeCenje hroni¢nih oboljenja bubrega, odnosno
dijabetesa tipa 2 (32).

U Tabeli II su prikazani odobreni nanofarmaceutici dostupni na trziStu Bosne i
Hercegovine i1 Srbije. U odnosu na preparate koji su odobreni na svjetskom trzistu, gdje
se za najveéi broj lijekova kao nosaci koriste liposomi, na nasoj regiji je najvise
preparata zasnovanih na polimerima, a slijede ih lijekovi sa nanokristalima aktivnih
supstanci.

Nanofarmaceutici u fazi klini¢kih ispitivanja

Pored nanofarmaceutskih lijekova koji su odobreni za terapiju, veliki broj
nanofarmaceutika trenutno prolazi kroz razlicite faze klinic¢kih ispitivanja (Tabela III).
Status ovih lijekova je znacajan jer daje smjernice za buduca istraZivanja, kao Sto
obezbjeduje uvid u promjene koje se deSavaju u ovoj oblasti, i preparate koji bi mogli
da se nadu na trziStu u skorijoj buduénosti (24). U odnosu na odobrene lijekove, sve je
veéi broj ispitivanih nanofarmaceutika zasnovanih na micelama i konjugatima proteina i
lijekova, a kako se iz Tabele III moze uociti, najvise se ispituju formulacije za lijeCenje
malignih bolesti. Tri nanofarmaceutska preparata doksorubicina su trenutno u razli¢itim
fazama klinickih ispitivanja. Kao nosac¢i doksorubicina u ovim preparatima se koriste
liposomi (MM-302 i Thermodox®) i polimerne micele (SP-1049-C). Thermodox® je
slican Doxil®-u, ali su u formulaciju liposoma ukljuéeni lipidi osjetljivi na promjene
temperature, ¢ija se struktura mijenja kada se izloze temperaturi od 40-45°C (izazvana
radiofrekventnim talasima), pri ¢emu se na njihovoj membrani obrazuju kanali kroz
koje se doksorubicin oslobada direktno unutar i okolo ciljnog tumorskog tkiva dojke i
jetre (24, http://celsion.com/thermodox/). U nekim zemljama (EU, Svajcarska, Turska i
Izrael) je ve¢ dozvoljena njegova upotreba prije registracije, kako bi se tretirala hitna
stanja povezana sa hepatobilijarnim tumorima (http://celsion.com/thermodox/). Jo$
jedan preparat sa liposomima koji obe¢ava — CPX-351, razvila je kompanija Celator
Pharma. Preparat sadrzi citarabin i daunorubicin u molarnom odnosu 5:1, a ova
kombinacija lijekova se Cesto koristi u terapiji akutne mijeloidne leukemije (46).
Medutim, primjenom konvencionalnih metoda lijecenja je Cesto veoma teSko postici
maksimalan sinergisti¢ki efekat ovih lijekova, za razliku od primjene nanopreparata,
gdje je to omoguceno zbog sekvencionalne isporuke lijekova unutar tumorskog tkiva

(13).

278



32,35)

Table III Examples of nanopharmaceutical preparations in clinical trials (8, 13, 22, 32, 35)

Tabela III Primjeri nanofarmaceutskih preparata u stadijumu klinickih ispitivanja (8, 13, 22,

Status / faza

Nosabaktivme | . jiielca i/ili ljekovita supstanca Indikacije Klini¢kih
supstance N .
ispitivanja
Thermodox® (doksorubicin) Hepatobilijarni tumori I
Lipoplatin™ (cisplatin) Razligite vrste kancera /111
Lipoxal™ (oksaliplatin) Rak dojke i gastrointestinalnog trakta I
Nanocort® (prednizolon) Reumatoidni artritis i ulcerozni kolitis II
MM-302 (doksorubicin) Metastazirani rak dojke I
CPX-351 (citarabin, daunorubicin) Visokorizi¢na mijeloblastna leukemija II
IHL-305 (irinotekan) Uznapredovali ¢vrsti maligni tumori 1
MM-398 (irinotekan) Metastazirani rak prostate I
Promitil® (mitomicin C) Uznapredovali ¢vrsti maligni tumori I
Liposomi — —
Arikace® (amikacin) Gram negativni mlkroorg.amzml., 1
Pseudomonas, Mycobacterium avian
Lipoquin® (ciprofloksacin) Gram negativni mikroorganizmi II
Pulmaquin® (ciprofloksacin) Gram negativni mikroorganizmi /1
Amfotericin B KozZna laj$manijaza II
L-CsA (ciklosporin) Komplikacije bronhiolitisa v
HL-009 (adenozil-kobalamin) Atopijski dermatitis I
ReadiSorb Glutathione (glutation) Sizofrenija I
Fenofibrat Dislipidemija, prekomjerna tezina I
Budesonid Astma 111
Nanokristali
Panzem® NCD Karcinom prostate II
® - . T
Panzem® NCD (2-metoksiestradiol) i Karcinom jajnika I

tamozolamid
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Nosac¢ aktivne

Preparati zasnovani

kancer rektuma

Status / faza
Ime lijeka i/ili ljekovita supstanca Indikacije klini¢kih
supstance o ee .
ispitivanja
® i . S
Panzem NC.D 2 metpkswstradml) i Karcinoidni tumor I
Avastin (bevacizumab)
Nanokristali Theralux® (timektacin) Kancer II
Paxceed® (paklitaksel) Reumatodini artritis, psorijaza okoncana
Megesterol-acetat HIV infekcija, anor‘evks.lja, opsta s}abost 1
uzrokovana hroni¢nim oboljenjem
Nanoemulzije Estradiol i progesteron Supstitucija hormona (transdermalna) II
Paclital® (paklitaksel) Maligniteti u ginekologiji m
NK-015 (paklitaksel) Metastazirani rak dojke III
NK-012 (metabolit irinotekana) Uznapredovali ¢vrsti maligni tumori /I
Polimerne micele Nanoplatin® (cisplatin) Uznapredovali ¢vrsti maligni tumori /111
NC-4016 (oksaliplatin) Uznapredovali ¢vrsti maligni tumori 1
SP1049-C (doksorubicin) Uznapredovali rak Zeluca I
BIND-014 (docetaksel) Metastazirajuéi rak prostate, rak pluca II
Pohrvnen}e Livatag® (doksorubicin) Rezistentni hepatocelularni karcinom 11
nanocestice
DTX-SPL8783 (DEP® docetaxel) Uznapredovali karcinomi I
CRLX-101 (kamptotehin) Uznapredovali ¢vrsti maligni tumori, I

CRLX-301 (docetaksel)

Refraktorni tumori

I (planirana)

- . Karcinom glave i vrata, glioblastoma,
na polimerima Opaxio- (paklitaksel) ginekoloski maligniteti v
Vivagel® STI Prevencga.mfekcua HIV, HPV i 1
genitalnog herpesa
NANOefavirenz HIV infekcija I
NANOIlopinavir HIV infekcija I
Preparatl‘ zasnovan NKTR-118 (nalokson) Konstipacija indukovana opioidima II
na polimerima

*FDA dodijelila status ,,lijek siro¢i¢” (engl. ,,Orphan drug”)

Klini¢ki se ispituju i1 nanofarmaceutici koji sadrze docetaksel, paklitaksel,
mitomicin C i irinotekan. Moze se primjetiti da su polimerne micele koriS¢ene kao
nosac¢ za isporuku lijekova u tumorsko tkivo u ve¢em broju preparata, $to je 1 ocekivano
jer su se polimerne micele, zbog svojih jedinstvenih osobina, pokazale kao efikasan
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nosac lijekova. Mnogi od njih su u kasnim fazama ispitivanja, poput onih koji sadrze
paklitaksel (NK-015 i Paclital®). Takode, BIND-014, koji je privukao znagajnu paZnju
zbog svog potencijala u terapiji karcinoma prostate, ima polimerne micele kao nosac za
docetaksel, koji je inkorporiran u jezgro polimernih micela, konjugovanih ligandom za
ciljano vezivanje sa antigenom specificnim za membranu celija prostate. Sli¢no tome,
upotrebom CriPec® polimernih micela, koje je razvila kompanija Cristal Therapeutics,
docetaksel se ciljano isporucuje u tkivo ¢vrstih tumora (24). Takode, docetaksel je
jedina aktivna supstanca podvrgnuta klinickom ispitivanju u formulaciji zasnovanoj na
dendrimerima (DEP® docetaxel/DTX-SPL8783, Starpharma, Australija). Ovaj preparat
je trenutno u fazi I klinckih ispitivanja, ¢iji rezultati jo§ uvijek nisu dostupni. Medutim,
u pretklinickim studijama je pokazano da je nanopreparat efikasniji i ima manju
toksi¢nost u odnosu na Taxotere® koncentrat za rastvor za infuziju (Sanofi Aventis), pri
¢emu se narocito istiCe odsustvo neutropenije, koja je glavni nedostatak terapije visokim
dozama  Taxotere®a  (http://www.starpharma.com/drug_delivery/dep docetaxel).
Kompanija Starpharma je razvila takode i vaginalni gel zasnovan na dendrimerima -
VivaGel®. Ovaj gel ne sadrzi aktivne supstance, a antimikrobno djelovanje gela,
razvijenog za lijeCenje rekurentnih bakterijskih vaginoza i prevencije HIV infekcije,
potie od polilizina u strukturi dendrimera (35). VivaGel® BV, koji je indikovan za
lijeCenje bakterijskih vaginoza, je dobio odobrenje za registraciju na teritoriji Australije
1 EU 1 o¢ekuje se njegova skora pojava na trziStu. Takode, na trziStu Australije 1 Kanade
je dostupan VivaGel® kondom, koji se koristi za prevenciju seksualno prenosivih
bolesti. Osim toga, za VivaGel® STI, indikovanog za prevenciju HIV infekcije,
genitalnog herpesa i infekciju humanim papiloma virusom (HPV), trenutno su u toku
ispitivanja koja obuhvata III faza klinickih studija (http://www.starpharma.com/about_us,
http://www.starpharma.com/vivagel/vivagel clinical trials). Osim Vivagel®-a, jos dvije
formulacije zasnovane na polimerima, koje sadrZe antiretroviralne lijekove indikovane
za lijeCenje HIV infekcija, prolaze kroz I fazu klinic¢kih ispitivanja (NANOefavirenz i
NANOIlopinavir). Od ovih preparata se ocekuje da zadrze efikasnost postojecih
preparata i povecaju podnosljivost lijekova, uz smanjenje doze lijeka i troSkova terapije

(13).

Nanofarmaceutici i njihova komercijalizacija

Nanofarmaceutici predstavljaju oko 15% globalnog farmaceutskog trZista sa
priblizno 250 nanopreparata koji su u klinickoj praksi ili su u fazi klinickih ispitivanja
(10, 47). Procjenjuje se da ¢e do 2019. godine vrijednost globalnog trzista
nanofarmaceutika dosti¢i vrijednost od 528 milijardi dolara (47). Medutim, iako je ovaj
sektor u ekspanziji, komercijalizacija nanofarmaceutika predstavlja veliki izazov. Da bi
lijek bio odobren i komercijalizovan, potrebno je dokazati njegovu terapijsku efikasnost
1 bezbjednost. Nazalost, veliki broj nanofarmaceutskih preparata nije ispunio ove
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kriterijume zbog izazova u optimizaciji formulacije, neujednacenosti u kvalitetu od
serije do serije, kao i1 potesko¢ama u razvoju robustnog i reproduktibilnog procesa
proizvodnje, otezanom scale-up postupku i karakterizaciji, nestabilnosti u bioloskim
uslovima i regulatornim preprekama (10, 14, 16, 18, 48). Takode, mnogi inovativni
nanofarmaceutici sa aktivnim supstancama koje se koriste za lijecenje rijetkih oboljenja
se nece pojaviti na trzistu, zbog troSkova registracije koji su daleko ve¢i od ocekivane
prodaje takvih preparata (10).

Jedan od najveéih izazova, kako za regulatorna tijela tako i za farmaceutske
kompanije, predstavlja nedostatak medunarodno prihvaéene definicije za prefiks
"nano", tj. za kljune izraze kao Sto su nanotehnologija, nanomedicina,
nanobiotehnologija, nanolijek, nanoterapeutik, nanofarmaceutski
preparat/nanofarmaceutik i nanomaterijal. Usvajanje medunarodno prihvaéenih
definicija za ove pojmove je neophodno za harmonizaciju regulative, patentiranje,
razvoj standardizovanih postupaka i testova u kontroli kvaliteta nanofarmaceutika, kao i
za procjenu bezbjednosti 1 eti¢nosti upotrebe ovih lijekova. Ukoliko se granice za
veli¢inu moraju ukljuciti u definiciju "nano", onda bi, mozda, gornja granica od 1000
nm bila najprikladnija, barem u pogledu rasprave koja se vodi o nanofarmaceuticima
(49), kao 1 uzimajuci u obzir da je FDA od 2010. godine podigla gornju granicu na 1000
nm u svrhu procjene dokumentacije za registrovanje preparata sa nanomaterijalima (kao
Sto su lijekovi, medicinska sredstva, kozmeticki proizvodi) (48), a $to je kasnije
ukljuceno i u vodi¢ namjenjen industriji (6).

Doxil® koncentrat za rastvor za infuziju je lijek koji se §irom svijeta uspjesno
koristi u terapiji karcinoma ovarijuma. Do sada je ovaj lijek primijenjen na vise od 500
000 pacijenata. Medutim, uprkos Sirokoj primjeni i velikim naporima farmaceutskih
kompanija, nakon vise od &etiri godine od isteka poslednjeg patenta vezanog za Doxil®,
postoji samo jedan genericki lijek; Lipodox®, koji je zvani¢no odobren 2013. godine od
strane FDA (8). Prestroga regulativa u oblasti nanomedicine potencijalno stvara
nepotrebnu barijeru ka komercijalizaciji nanoterapeutika nanose¢i time Stetu javnom
zdravlju. Sa druge strane, jasno je da postoji potreba za kreiranjem regulatornih vodica
koji bi imali pristup zasnovan na nau¢noj osnovi i koji bi omoguéili objektivnu procjenu
rizika kod primjene nanoterapeutika. Drugim rije¢ima, regulatorni vodici treba da budu
dovoljno fleksibilni da bi mogli da se mijenjaju u korak sa tehnoloSkim inovacijama u
ovoj oblasti. Medutim, iako je FDA odrzala veliki broj javnih rasprava na ovu temu,
postavljala informacije sa razli¢itih konferencija na svoju zvani¢nu internet stranicu
(https://www.fda.gov/), osnovala radnu grupu za pitanja nanotehnologije, objavila veliki
broj saopstenja i izdala nacrte vodica, nije uspjela da ponudi konkretne informacije o
ispitivanjima, testovima u kontroli kvaliteta i drugim prakti¢nim pitanjima, koje su
farmaceutskim kompanijama neophodne u procesu razvoja 1 registracije
nanofarmaceutika. Kao posljedica toga, farmaceutska industrija je osudena da
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samostalno sakuplja sve dostupne informacije o "nanoregulativi" ili odobrenim
preparatima koji sadrZze nanomaterijale ili su proizvedeni prema principima
nanotehnologije (49).

Bezbjednost nanofarmaceutskih preparata

Na trzistu postoji relativno veliki broj nanofarmaceutskih preparata za humanu
upotrebu, ali se jo§ uvek malo zna o njihovim efektima na zdravlje ljudi i potencijalnoj
toksi¢nosti. lako je nanotoksi¢nost kompleksna, poznato je da sistemi i Cestice
nanoveli¢ine Cesto imaju razli¢ite osobine u odnosu na isti materijal na makro nivou
(bulk materijal) (50). U sustini ne moze se pretpostaviti da ¢e nanopreparat biti
bezbjedan ili cak "bioekvivalentan" bulk materijalu. Ekstremno mala veli¢ina Cestica
kod nanofarmaceutika moze znacajno uticati na ADME (Apsorpcija, Distribucija,
Metabolizam i Eliminacija) osobine lijeka (7). S obzirom na to da je stav FDA takav da
reguliSe samo nanopreparate, a ne nanotehnologiju per se, postoji znacajan toksikoloski
rizik za javno zdravlje. Medutim, uprkos zabrinutosti javnosti i farmaceutske industrije
ne postoje jasni vodi¢i ili nacrti vodica koji bi regulisali ova pitanja. Vecina
toksikoloskih testova omoguéava samo procjenu kratkorocne toksi¢nosti, te je stoga
potrebno razviti testove za dugotrajnu procjenu toksi¢nosti nanofarmaceutskih
preparata.

Karakterizacija nanofarmaceutskih preparata se ¢esto sprovodi u uslovima koji ne
oslikavaju realno fiziolosko i1 biolosko okruzenje i potrebno je inkorporirati nove
metode za kreiranje okruZenja koje ¢e bolje imitirati in vivo uslove, kao S§to su
mikrofluidi. Osim toga, veoma je bitan odabir pravog zivotinjskog modela za ispitivanje
razli¢itih nanopreparata i sakupljanje podataka koje je moguce ekstrapolirati na ¢ovjeka.
Dakle, neophodno je dobro razumjeti kriticne fizickohemijske karakteristike kao i in
vivo ponaSanje nanofarmaceutskih preparata (14). Mnoge studije na zivotinjama su
pokazale da odredeni nanomaterijali ne djeluju toksi¢no na jetru i bubrege (51, 52).
Ipak, potrebno je sprovesti dodatna istrazivanja da bi se razumjela biodistribucija, imuni
odgovor, toksi¢nost i eliminacija nanomaterijala u tijelu covjeka.

Procjena bezbjednosti primjene nanomaterijala kod covjeka jos uvijek predstavlja
veliki izazov. S obzirom na to da ne postoje standardizovane metode za procjenu
bezbjednosti, veoma je tesko uporedivati rezultate pretklini¢kih i klini¢kih testova iz
razli¢itih laboratorija ili zdravstvenih ustanova. Osim toga, velina izvjeStaja o
rezultatima klinic¢kih studija za nanofarmaceutike je uglavnom usmjerena na terapijsku
efikasnost lijeka, ali ne 1 na njegovu bezbjednost 1 potencijalne nezeljene efekte kod
covjeka. Dakle, neophodno je razviti jedinstvene standardizovane testove za procjenu
bezbjednosti primjene nanomaterijala kod covjeka (53).

Farmaceutska industrija je u potpunosti svjesna da regulatorne agencije ne mogu
ponuditi opste vodice i protokole za testiranje svih nanolijekova (nanopreparata). Ipak,
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regulatorne agencije bi trebalo da obezbjede vodice koji bi barem mogli da daju
naznake industriji da li ¢e 1 u kojem obimu njihov nanopreparat biti podvrgnut
sveobuhvatnijem regulatornom ispitivanju, u odnosu na konvencionalne lijekove. Za
sada se proizvodaCima savjetuje da se u ranim fazama razvoja nanofarmaceutika
konsultuju sa FDA, kako bi se olakSalo razumijevanje nauc¢nih i regulatornih pitanja i
preparati dobili odobrenje da se nadu na trziStu (10, 49). Sa regulatornog aspekta,
imperativ je da se definiSu kriti¢ne osobine preparata, na osnovu kojih bi bilo moguce
predvidjeti njegovo ponasanje u in vivo uslovima (npr. veli¢ina i raspodjela veli¢ine
nanocestica, osobine povrsine) (10). U tom smislu, FDA je nacinila i prvi korak,
izdavanjem vodica koji bi olakSao identifikaciju proizvoda koji sadrZze nanomaterijale
(6). Potrebno je takode obezbjediti koordinaciju na globalnom nivou u cilju regulisanja
pitanja nanolijekova i definisati koje regulatorne agencije, pored FDA i EMA, bi trebale
da imaju klju¢nu odgovornost u rjeSavanju ovog pitanja (49). U tom kontekstu, bitno je
istaci saradnju izmedu EMA 1 Japanskog ministarstva zdravlja (engl. Japanese Ministry
of Health, Labor, and Welfare (MHLW)) koja je rezultirala osnivanjem specijalne radne
grupa za pitanje nanolijekova u koje su ukljuceni regulatorni eksperti i koja djeluje u
okvirima Medunarodnog farmaceutskog regulatornog foruma (engl. International
Pharmaceutical Regulatory Forum (IPRF)) (54).

Primjena nanotehnologije u medicini je dovela do znacajnog napretka u postizanju
pozitivnog zdravstvenog ishoda kod velikog broja pacijenata. Veoma je bitno ocijeniti
da li ¢e primjenom postoje¢ih metoda karakterizacije nanolijekova i regulatornih vodica
mo¢i adekvatno procijeniti njihova bezbjednost i efikasnost. Takode je neophodno jacati
saradnju izmedu akademske zajednice, industrije 1 regulatornih tijela u cilju boljeg
razumijevanja i razvoja regulatornih vodic¢a u oblasti nanolijekova (13).

Zakljucak

U poslednjih nekoliko decenija, razvoj nanofarmaceutika je bio usmjeren ka
poboljsanju fiziCkohemijskih osobina nanocestica, kao Sto su veli¢ina, oblik, osobine
povrsine, naelektisanje i karakteristike oslobadanja lijeka, kako bi se poboljsao
farmakokineticki profil lijeka te osigurala njegova selektivna isporuka. Razvijen je niz
razli¢itih tipova nanofarmaceutika od kojih su mnogi u klini¢koj primjeni. U vecini
slucajeva, rije¢ je o lijekovima koji osiguravaju pasivnu ciljanu dostavu citostatika u
tumorska tkiva, zahvaljuju¢i prolasku nanonosaca kroz propustljive krvne sudove
tumora, ¢ime je znaajno smanjena sistemska toksi¢nost tih lijekova i/ili povecana
efikasnost lijekova u poredenju sa konvencionalnim farmaceutskim oblicima iste
ljekovite supstance. Osim odobrenih (registrovanih) lijekova, wveliki broj
nanofarmaceutika se nalazi u razli¢itim fazama klinickih ispitivanja. Medutim,
ograni¢en klini¢ki uspjeh nanofarmaceutika je uglavnom uzrokovan izazovima u
optimizaciji formulacija, konzistentnosti od serije do serije ovih preparata, robusnoséu

284



procesa proizvodnje, metodama za karakterizaciju i ispitivanje njihovog kvaliteta,
regulatornim zahtjevima, nestabilnoS¢u preparata u bioloSkoj sredini, kao i
nepoznavanjem bezbjednosti ove nove vrste lijekova, uglavnom zbog nedostatka
adekvatnih testova kojima bi se ispitala i1 potencijalna dugorocna toksi¢nost
nanopreparata.
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Summary

In the field of pharmaceutical technology, nanopharmaceutical
preparations/nanopharmaceuticals are currently the most studied and most promising topic. By
using nanomaterials as drug delivery carriers, the pharmacological properties of drugs can be
improved by changing their pharmacokinetic properties and distribution in the biological
environment. This approach is particularly useful in delivery of chemotherapeutic agents into
tumor tissues. Due to their characteristics, nanopharmaceuticals have many advantages over
preparations used in conventional chemotherapy. The greatest advantage is the targeted drug
delivery to tumor tissues, resulting in reduced systemic toxicity, which is the most prominent
disadvantage of conventional chemotherapy. Among various types of nanocarriers, the most
attention was drawn to liposomes and micelles, which represent the most successful and
commercialized categories within the field of nanomedicine. Several nanotherapeutics, which
contain active substances belonging to different pharmacotherapeutical groups (e.g.
chemotherapeutical agents, anesthetics, antibiotics, sedatives, etc.), have already entered clinical
practice, mainly in following dosage forms: powder for solution for infusion, suspension for
injection and emulsion for injection. On the other hand, there is a greater number of drugs
undergoing clinical investigation for a variety of indications. However, regulatory agencies have
so far failed to provide concrete information on tests for nanopharmaceuticals characterization
and quality control, as well as for other practical issues, such as safety, needed in the process of
development and registration of nanopharmaceuticals, which complicates/defers the emergence
of a larger number of new licensed nanopharmaceutical preparations.
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