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RIJEC UREDNIKA

Dvanaesti simpozij magistara farmacije Tuzlanskog kantona jo$§ jednom je potvrdio opravdanost
postojanja ove stru¢ne manifestacije, okupljaju¢i magistre farmacije, ljekare, istrazivace, univerzitetske
profesore i studente oko zajednickog cilja, razmjene znanja, iskustava i najnovijih saznanja iz oblasti
farmacije 1 biomedicine. Ovogodis$nji program, bogat sadrzajem i aktuelnim temama, izazvao je
veliko interesovanje i pobudio zZivu stru¢nu diskusiju, na §to smo izuzetno ponosni.

Poseban akcenat dvanaestog Simpozija stavljen je na tematiku koja na direktan nacin oslikava
savremene izazove i trendove u zdravstvu i farmaceutskoj struci. Radovi u Zborniku obuhvataju
raznovrsna istrazivanja, od analize strukture propisanih lijekova kao indikatora zdravstvenog
stanja populacije, do primjene in vitro modela za ispitivanje anti-SARS-CoV-2 aktivnosti prirodnih
produkata. Takoder, znacajan doprinos daju radovi koji se bave antioksidativnim potencijalom
biljnih ekstrakata, sintezom i bioloskom evaluacijom novih jedinjenja, ali i temama iz oblasti javnog

zdravstva, poput kvaliteta zraka u djecijim vrti¢ima.

Pregledni radovi doprinose boljem razumijevanju potencijala prirodnih supstanci u terapiji odredenih
stanja, poput primjene ekstrakta kore ploda nara u tretmanu hiperpigmentacije, ¢ime dodatno prosiruju
spektrum korisnih informacija za sve koji se bave savremenom farmaceutskom praksom.

Kao i prethodnih godina, cilj Simpozija ostaje jasan, omoguciti magistrima farmacije kontinuirano
usavrsavanje, pra¢enje savremenih dostignuca i podsticanje medusobne saradnje kroz povezivanje
nauc¢nih istrazivanja i prakti¢ne primjene.

Zahvaljujem se svim autorima na kvalitetnim radovima, recenzentima na posveéenom i stru¢nom
radu, clanovima uredniStva i1 tehnickoj podrsci koji su omoguéili objavljivanje ovog Zbornika.
Nadamo se da ¢e sadrzaj biti od koristi ne samo ucesnicima Simpozija, ve¢ i §iroj stru¢noj javnosti,
te posluziti kao inspiracija za buduce projekte i istrazivanja.

Tuzla, oktobar 2025.

Dr.sci. Nahida Srabovié, van. prof.
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SAZECI

STRUKTURA PROPISANIH LIJEKOVA KAO ODRAZ ZDRAVSTVENOG STANJA
POPULACIJE

Sandra Osmanbegovi¢', Selma Azapagié¢', Tatjana Krdzali¢'

Zavod za javno zdravstvo Tuzanskog kantona, Tuzlanskog odreda 6, 75000 Tuzla,
Bosna i Hercegovina

SAZETAK

Uvod: Zdravstveno stanje populacije je slozen koncept koji obuhvata razliite aspekte zdravlja.
Struktura potros$nje lijekova je znaCajan pokazatelj prisustva odredenih zdravstvenih problema u
populaciji.

Cilj: Utvrditi povezanost izmedu strukture propisanih lijekova po anatomsko-terapijsko-hemijskoj
klasifikaciji (ATC) i zdravstvenog stanja op¢e populacije u Tuzlanskom kantonu.

Materijal i metode: Retrospektivna analiza baza podataka zdravstvene evidencije iz primarne
zdravstvene zastite i baze podataka o potrosnji lijekova sa esencijalne liste za period 2021-2023.
godine primjenom deskriptivne statistike i metodom dedukcije.

Rezultati: U analiziranom periodu lijekovi koji djeluju na kardiovaskularni sistem (grupa C)
su najceSée propisani sa kontinuiranim udjelom od 50% u strukturi propisanih recepata. Trend
obolijevanja od kardiovaskularnih oboljenja prati strukturu propisanih lijekova, s obzirom da se
nalazi na prvom mjestu medu pet vodec¢ih oboljenja u ukupnom morbiditetu. Ostale grupe oboljenja
djelimi¢no odrazavaju propisanu strukturu lijekova $to sugeriSe postojanje diverziteta u morbiditetu.

Zakljuéak: Struktura propisanih lijekova odrazava samo dio zdravstvenog stanja populacije.
Potrebno je uspostaviti standardiziranu metodologiju prac¢enja potros$nje kroz dnevno definisane doze
koja omogucava realno sagledavanje potrosnje lijekova. Potrebno je kontinuirano unaprijedivati

kvalitet zdravstvene evidencije.

Kljucne rijeci: Potrosnja lijekova, ATC, zdravstveno stanje, morbiditet, struktura lijekova.

Autor za korespondenciju: Sandra Osmanbegovic¢

Email: sandra.osmanbegovic@zjztk.ba
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SAZECI

THE STRUCTURE OF PRESCRIBED MEDICATIONS AS A REFLECTION OF THE
POPULATION’S HEALTH STATUS

Sandra Osmanbegovi¢', Selma Azapagi¢', Tatjana Krdzali¢'

Institute of Public Health of Tuzla Canton, Tuzlanskog Odreda 6, 75000 Tuzla,
Bosnia and Herzegovina

ABSTRACT

Introduction: The health status of a population is a complex concept that encompasses various
aspects of health. The structure of medication consumption is a significant indicator of the presence
of certain health issues within the population.

Objective: To determine the relationship between the structure of prescribed medications based on
the Anatomical Therapeutic Chemical (ATC) classification and the general population’s health status
in Tuzla Canton.

Materials and Methods: Retrospective analysis of healthcare records databases from primary
healthcare and medication consumption databases from the essential medicines list for the period
2021-2023.

Results: During the analyzed period, medications acting on the cardiovascular system (group C)
were the most commonly prescribed, consistently representing 50% of the prescribed medications
structure. The trend of cardiovascular diseases corresponds with the prescribed medications structure,
as they rank first among the top five diseases in overall morbidity. Other disease groups partially
reflect the prescribed medications structure, suggesting the presence of diversity in morbidity.

Conclusion: The structure of prescribed medications reflects only a part of the population’s health
status. It is necessary to establish a standardized methodology for monitoring medication consumption
through defined daily doses, enabling a realistic assessment of medication consumption. Continuous

improvement of healthcare records quality is essential.

Keywords: medications consumption, ATC, health status, morbidity, medication structure.

Corresponding author: Sandra Osmanbegovic¢

Email: sandra.osmanbegovic@zjztk.ba
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SAZECI

USPOSTAVLJANJE IN VITRO MODELA ZA ISPITIVANJE ANTI-SARS-COV-2
AKTIVNOSTI PRIRODNIH PRODUKATA

Irma Gusié¢!, Mahira Duri¢?, Mustafa Mehi¢®, Emina Kori¢', Haris Niksi¢!

!Univerzitet u Sarajevu — Farmaceutski fakultet, Zmaja od Bosne 8, Sarajevo
°JU Zavod za zastitu Zena i materinstva KS, Josipa Vancasa 1, Sarajevo

3JU Dom zdravlja Novi Grad, Bulevar Mese Selimovica 2, Sarajevo

SAZETAK

Razvoj in vitro modela za ispitivanje anti-SARS-CoV-2 aktivnosti predstavlja kljuc¢ni korak u
evaluaciji antivirusnog potencijala prirodnih produkata.

Eksperimentalni rad na uspostavljanju in vitro modela za ispitivanje antivirusne aktivnosti prirodnih
produkata obuhvatio je sljedece faze: 1) Uspostavljanje proliferacije VERO EG6 ¢elija u kultivacijskom
mediju, subkulture i tehnike subkultivacije ¢elijske linije. i) Genomska karakterizacija izolata virusa
SARS-CoV-2; iii) Inokulacija i propagacija virusa SARS-CoV-2 u kulturi ¢elija; iv) Evaluacija
citopatogenog ucinka (CPE) virusa na odabranoj ¢elijskoj kulturi; v) Potvrda uspjesnosti virusne
kulture utvrdivanjem vrijednosti ampflikacije Ct metodom real-time RT-PCR/qPCR.

Uspostavljena je uspjesna proliferacija VERO E6 ¢elija. Celije su epiteloidne, pljosnate, izduZenog
poligonalnog oblika, sa izrazenom adhezivno$¢u na podlogu. Na osnovu genomske analize, virusni
izolat svrstan je u lozu B.1.1.7 (Pango v.4.3.1 konsenzualna oznaka), koja se klasifikuje kao varijanta
Alpha (B.1.1.7-like). Propagacija izolata virusa hCoV-19/Bosnia and Herzegovina/VFS-UNSA-
LMGFI1031/2021 (GISAID pristupni ID: EPI ISL 1016969) u 90% konfluentnoj VERO E6 ¢elijskoj
kulturi pracena je morfoloskim analizama ¢elija. Analiza kulture pod invertnim opti¢kim mikroskopom
pokazala je CPE u inficiranim VERO E6 ¢elijama 72h nakon infekcije (hpi). CPE se manifestirao
kroz morfoloske promjene, ukljucujuci zaobljavanje i odvajanje ¢elija, formiranje sincitijuma, pojavu
¢elijske fuzije kao i prisustvo ¢elijskih inkluzija. Prisustvo novih, infektivnih virusnih Cestica koje
mogu inficirati okolne ¢elije potvrdeno je analizom virusnog titra, kvantifikacijom virusne RNK u
supernatantu ¢elijske kulture. qRT-PCR test pokazao je porast broja kopija virusne RNK u supernatantu
¢elijske linije u zavisnosti od vremena ekspozicije virusu. Razblazenje virusa, odredeno na osnovu
odgovarajuc¢e Ct vrijednosti, koji ¢e se koristiti kao inokulum, odabrano je s ciljem sprje¢avanja
citopatogenog efekta izazvanog virusom u ¢elijskoj kulturi tokom trajanja eksperimenta. Predlozeni
raspon vrijednosti Ct ‘radnog virusa’ 18-26 korelira sa klinicki manifestnim COVID19 u ljudi.
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SAZECI

Dobijeni rezultati potvrduju uspjesno uspostavljanje in vitro modela za ispitivanje anti-SARS-CoV-2
aktivnosti prirodnih produkata, ¢ime je obezbijedena pouzdana eksperimentalna osnova za daljnja
istrazivanja antivirusnog potencijala bioloski aktivnih jedinjenja.

Kljuéne rijeci: Alpha varijanta SARS-CoV-2; in vitro model; VERO E6 celijska linija; CPE virusa u
kulturi celija; real-time RT-PCR

Autor za Korespodenciju: Emina Kori¢, mr.ph.

E-mail: emina.koric@ffsa.unsa.ba
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SAZECI

ESTABLISHMENT OF AN IN VITRO MODEL TO EVALUATE THE ANTI-SARS-COV-2
ACTIVITY OF NATURAL PRODUCTS

Irma Gusi¢', Mahira Durié¢?, Mustafa Mehié?, Emina Kori¢!, Haris NikSi¢!
9 9 9 9

!Univerzitet u Sarajevu — Farmaceutski fakultet, Zmaja od Bosne 8, Sarajevo
°JU Zavod za zastitu Zena i materinstva KS, Josipa Vancasa 1, Sarajevo

3JU Dom zdravlja Novi Grad, Bulevar Mese Selimovica 2, Sarajevo

ABSTRACT

The development of an in vitro model to evaluate the anti-SARS-CoV-2 activity of natural products
is a crucial step in assessing their antiviral potential.

The experimental workflow to establish this in vitro model comprised the following main phases: (i)
Establishment of VERO E6 cell proliferation in a suitable culture medium, including subculturing
techniques to maintain cell line viability; (ii)) Genomic characterization of SARS-CoV-2 virus
isolates; iii) Inoculation and propagation of the SARS-CoV-2 virus in cell culture; iv) Evaluation of
the cytopathogenic effect (CPE) induced by the virus in the selected cell culture; v) Confirmation of
successful virus propagation by determination of the cycle threshold (Ct) value in amplification real-
time RT-PCR/qPCR assays.

The propagation of VERO EG6 cells in the selected culture medium was successful, with the cells
exhibiting an epithelioid, flattened and elongated polygonal morphology. Genome analysis with
Nextclade and Pangolin Lineage Classification Tools identified the virus isolate as belonging to the
B.1.1.7 lineage (Pango v.4.3.1 consensus tag), which is classified as an alpha variant (B.1.1.7-like).
Replication of the virus isolate hCoV-19/Bosnia and Herzegovina/VFS-UNSA-LMGFI031/2021
(GISAID accession ID: EPI_ISL_1016969) in a 90% confluent VERO E6 cell culture was monitored
by morphological analysis. Observations under an inverted optical microscope revealed a cytopathic
effect (CPE) in infected VERO E6 cells 72 hours post-infection (hpi). The CPE manifested as distinct
morphological changes, including cell rounding, detachment, syncytium formation, cell fusion, and
the presence of intracellular inclusions. The determination of the virus titer and the quantitative
analysis of the virus RNA in the culture supernatant using qRT-PCR showed a time-dependent
increase in the virus RNA copy number in the culture supernatant. To ensure optimal experimental
conditions, the virus dilution used for inoculation was determined based on the corresponding Ct
value to prevent excessive CPE during the experiment. The proposed Ct range for the ‘working virus’
(18-26) correlates with clinically manifest COVID-19 cases in humans.
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SAZECI

These results confirm the successful establishment of an in vitro model for testing the anti-SARS-
CoV-2 activity of natural products and provide an experimental basis for further investigations of the
antiviral potential of biologically active compounds.

Keywords: Alpha variant of SARS-CoV-2; in vitro model; VERO E6 cell line, cytopathic effect; qRT-
PCR

Coresponding author: Emina Kori¢, mr.ph.

E-mail: emina.koric@ffsa.unsa.ba
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SAZECI

PRAVILNO FORMIRANJE CAJNIH MJESAVINA

Regulativa i praksa: Formulacija ¢ajnih mjesavina u skladu sa smjernicama Evropske medicinske
agencije i Evropske regulative biljnih i tradicionalnih biljnih lijekova

Haris NikSi¢!, Emina Kori¢!

'Katedra za farmakognoziju, Farmaceutski fakultet, Univerzitet u Sarajevu, Znmaja od Bosne 8,
71000 Sarajevo, Bosna i Hercegovina

RADIONICA

Fitoterapija je naucna disciplina koja prouc¢ava i primjenjuje ljekovite biljne sirovine u svrhu ocuvanja
zdravlja, prevencije i lijeCenja razlicitih bolesti. Kao dio savremene medicine, fitotetapija se oslanja
na naucne i medicinske dokaze, pri cemu Cajne mjesavine zauzimaju istaknuto mjesto kao jedan
od najéesée koristenih farmaceutskih oblika. Cajna mje$avina kao farmaceutski pripravak mora
zadovoljiti principe dobre farmaceutske prakse u pogledu odabira, kvaliteta i formulacije ljekovitih
biljnih sirovina kako bi postigla Zeljeni terapeutski u¢inak.

Radionica pruza prakti¢na znanja i vjeStine za pravilnu pripremu cajnih mjeSavina u skladu
sa smjernicama i regulativama Evropske medicinske agencije i Evropske regulative biljnih i
tradicionalnih biljnih lijekova. Sakupljanje biljnog materijala za potrebe pripreme ¢ajnih mjeSavina
izvrSeno je u skladu sa Smjernicama Svjetske zdravstvene organizacije o dobrim poljoprivrednim
praksama i praksama sakupljanja za ljekovito bilje (engl. WHO guidelines on good agricultural and
collection practices (GACP) for medicinal plants). Detaljna mikroskopska i makroskopska analiza
biljnog materijala izvrSena je u laboratoriju Katedre za farmakognoziju, uz primjenu standardnih
farmakognosti¢kih metoda. Determinacija proucavanih biljnih taksona potvrdena je od strane prof. dr
Haris Niksi¢ (Univerzitet u Sarajevu, Farmaceutski fakultet, Bosna i Hercegovina). Program radionice
je fokusiran na kreiranje najcesée koristenih ¢ajnih mjesavina (Species sedative, Species digestive,
Species diuretice i Species pectorales). Polaznici ¢e tokom interaktivne radionice imati priliku da
se upoznaju sa smjernicama prvilnog kreiranja ¢ajnih mjesavina, na¢inom odabira i broja biljnih
ljekovitih vrsta koje ulaze u sastav odredene mjesavine i sami pravilno u skladu sa preporukama
kreiraju ljekovite ¢ajne mjeSavine za odredene indikacije.

Sto ukljuduje radionica?
e Osnovni principi kreiranja ¢ajnih mjeSavina
Smjernice za odabir i kombinaciju ljekovitih biljnih vrsta
Vodi¢ kroz proces kreiranja ¢ajnih mjesavina
Samostalno kreiranje ¢ajnih mjeSavina
Materijali i sve potrebno za izradu
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Polaznici nakon zavrSene edukacije usvojiti znanja i vjestine kako pravilno kreirati ljekovitu ¢ajnu
mjeSavinu, uz spososbnost kriticke analize i procjene efikasnosti komercijalno dostupnih ¢ajnih
mjesSavina dostupnih na trzistu.

Kljucne rijeci: Species; Smjernice Evropske medicinske agencije, fitoterapija, tradicionalni biljni
lijek.

Autor za korespodenciju: Haris Niksi¢, PhD,

E-mail: haris.niksic@ffsa.unsa.ba
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CORRECT FORMULATION OF HERBAL TEA BLENDS

Rules and practices: Formulation of herbal tea blends in accordance with the guidelines of the
European Medicines Agency and the European regulations on herbal and traditional herbal
medicinal products

Haris NikSi¢!, Emina Kori¢!

I Department of Pharmacognosy, Faculty of Pharmacy, University of Sarajevo, Zmaja od Bosne 8,
71000 Sarajevo, Bosnia and Herzegovina

WORKSHOP

Phytotherapy is a scientific discipline that deals with the research and application of medicinal plant
materials for the maintenance of health, prevention and treatment of various diseases. As part of
modern medicine, phytotherapy is based on scientific and medical knowledge, with herbal tea mixtures
occupying a prominent position as one of the most commonly used pharmaceutical forms. As a
pharmaceutical preparation, a herbal tea blend must adhere to the principles of Good Pharmaceutical
Practice with regard to the selection, quality and formulation of medicinal plant materials in order to
achieve the desired therapeutic effect. The collection of plant material for the preparation of herbal
tea mixtures was carried out in accordance with the World Health Organization (WHO) guidelines
on Good agricultural and collection practices (GACP) for medicinal plants. Detailed microscopic
and macroscopic analysis of the plant material was conducted in the laboratory of the Department
of Pharmacognosy, using standard pharmacognostic methods. The identification of the studied plant
taxa was confirmed by Prof. Dr. Haris Niksi¢ (University of Sarajevo, Faculty of Pharmacy, Bosnia
and Herzegovina).

This workshop provides practical knowledge and skills for the correct preparation of herbal
tea blends in accordance with the guidelines and regulations of the European Medicines Agency
and the European regulations for herbal and traditional herbal medicinal products. The workshop
program focuses on the preparation of the most commonly used herbal tea blends (Species sedative,
Species digestive, Species diuretics and Species pectorals). Participants will have the opportunity to
familiarize themselves with the guidelines for the proper preparation of herbal tea blends, the process
of selecting and determining the number of medicinal plant species to be included in a given blend,
and will independently prepare therapeutic herbal tea blends for specific indications by following the
recommendations.

The workshop includes:

e Basic principles of formulating herbal tea blends
e Guidelines for the selection and combination of medicinal plant species
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e A guide for the production of herbal tea blends
e Practical preparation of herbal tea blends
e Materials and all necessary items for preparation

Upon completion of the workshop, participants will have the knowledge and skills to properly prepare
medicinal herbal tea blends and to critically analyze and evaluate the efficacy of herbal tea blends
available on the market.

Keywords: Species; European Medicines Agency guidelines, phytotherapy, traditional herbal

medicine.

Corresponding author: Haris Niksi¢, PhD, Associated Professor

E-mail: haris.niksic@ffsa.unsa.ba
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FIZICKA AKTIVNOST I BMI KOD MLADIH - POLNE RAZLIKE

Azabagi¢ Selma', Mokayes Nadina'

Institut za javno zdravstvo Tuzlanskog kantona, Tuzlanskih Odreda 6, 75000 Tuzla,
Bosna i Hercegovina

SAZETAK

UVOD Nedovoljna tjelesna aktivnost je globalni zdravstveni izazov. Ova studija ima za cilj da
uporedi nutritivni status i fizicku aktivnost mladih u Bosni i Hercegovini.

MATERIJALIMETODE Ovaprospektivna studija presjeka je uradena putem medunarodniog IPAQ-
SV upitnik (skracena verzija) od 7 pitanja koja se koriste za procjenu fizi¢ke aktivnosti u posljednjih 7
dana. Studija je sprovedena medu ucenicima VI, VII, VIII i IX razreda (dobi 11-15 godina) osnovne
Skole u Tuzli u septembru 2024. godine. Izbor ispitanika je zasnovan na dobrovoljnom anketiranju uz
postovanje anonimnosti svakog ispitanika. Provedena su osnovna antropometrijska mjerenja djece.
Za izraCunavanje indeksa tjelesne mase koriStena je vaga i visinomjer.

REZULTATI Rezultati pokazuju da 177 (75%) ima normalnu tjelesnu masu, 79 (33,47%) djecaka:
98 (41,53%) djevojcica, 33 ispitanika (13,98%) ima prekomjernu tjelesnu masu 22 (9,32%) djecaka:
11 (4,66%) djevojcica, a 14 ispitanika je pretilo. Postotak tjelesne aktivnosti veéi je kod djecaka
u odnosu na djevojéice (21,19% : 12,71%). Djecaci imaju visi indeks tjelesne mase u odnosu na
djevojcice (p = 0,001) Sto potvrduje ¢injenicu o anatomskim razlikama i razlikama u sastavu tijela
obzirom na pol.Indeks tjelesne mase

ZAKLJUCAK Rezultati ukazuju na to da je uéenicima potrebna edukacija o vaznostima tjelesne
aktivnosti i zdrave prehrane za ljudsko zdravlje. S obzirom da Bosna i Hercegovina nema zvanic¢ne
rezultate o fizickoj aktivnosti kod mladih, ovi podaci mogu posluziti kao pocetni za promociju i
prevenciju zdravlja, koje je uvijek jeftinije od lijecenja.

Kljucne rijeci: fizicka aktivnosti, ucenici osnovne skole, zdravlje, pol

Autor za korespodenciju: Doc.dr.med.sci. Selma Azabagic¢
E-mail: selma.azabagic@zjztk.ba
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PHYSICAL ACTIVITY AND BMI IN YOUNG PEOPLE — GENDER DIFFERENCES

Azabagi¢ Selma’, Mokayes Nadina'

!Institute of Public Health of Tuzla Canton, Tuzlanskih Odreda 6, 75000 Tuzla,
Bosnia and Herzegovina

ABSTRACT

INTRODUCTION Insufficient physical activity represents a global public health challenge. The
aim of this study was to compare the nutritional status and levels of physical activity amoung young
people in Bosnia and Herzegovina, with a focus on gender differences.

MATERIALS AND METHODS This prospective cross-sectional study was conducted using
the International Physical Activity Questionnare - Short Version (IPAQ-SV) which consists of 7
questions assessing physical activity over the last 7 days. The study sample included students carried
out among students from 6th, 7th, 8th, and 9th grades (aged 11 to 15 years) from an elementary
school in Tuzla in September 2024. Participation was voluntary and anonymus. Basic anthropometric
measurements were performed and body mass index was calculated using scales and stadiometers.

RESULTS A total of 177 (75%) had a normal body weight, 79 boys (33.47%) and 98 girls (41.53%)
Overweight was observed in 33 students 33 respondents (13.98%) - 22 boys (9.32%) and 11 girls,
(4.66%) while 14 students were classified as obese. Boys demonstrated higher level of phisical activity
compared to girls (21.19% vs 12.71%). Additionally, boys has a significantly higher BMI compared
to girls (p =0.001) reflecting gender-related anatomical and body composition differences.

CONCLUSION The findings suggest that students require targeted education on the importance of
of physical activity and healthy nutrition for overall well being. Giving the lack of official data on
physical activity level among young people in Bosnia and Herzegovina , these results can serve as
a valuable baseline for future health promotion and prevention initiatives - which remain mort cost-
effective than tretment.

Keywords: physical activity, elementary school students, health, gender differences

Corresponding author: Selma Azabagi¢
E-mail: selma.azabagic(@zjztk.ba
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SINTEZA, STRUKTURNA KARAKTERIZACIJA I BIOLOSKA DJELOVANJA
TETRAKETONA

Amra DZambi¢', Demir BjeloSevié¢!, Maida Sljivié-Husejnovi¢', Merima IbiSevi¢',
Aida Smajlagié?, Merima, Salkovi¢?
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3Bosnalijek D.O.O. Sarajevo, BiH
Originalni naucni rad
SAZETAK

Tetraketoni su cikli¢ni spojevi sintetisani iz benzaldehida i1 5,5-dimetilcikloheksan-1,3-diona
(dimedona) putem reakcije Knoevenagel-ove kondenzacije i Michael-ove adicije, sa ili bez
primjene katalizatora. Savremena hemijska istrazivanja se u novije vrijeme sve viSe usmjeravaju
prema ekoloski prihvatljivim principima zelene hemije. Cilj ovog rada je da se primjenom ovog
koncepta sintetiSu Cetiri nova derivata tetraketona. S obzirom da je poznato da su tetraketoni spojevi
Sirokog 1 raznolikog spektra bioloske aktivnosti u okviru ovog rada provedena su istrazivanja u
cilju odredivanja veze strukture sa bioloSkom aktivno$¢u novosintetisanih tetraketona. Primjenom
savremenih instrumentalnih spektroskopskih metoda analize potvrdene su strukture novosintetisanih
spojeva.

Tetraketoni pokazuju snazan antioksidativni potencijal. Dvije najé¢es¢e koriStene metode ispitivanja
antioksidativne aktivnosti, DPPH i FRAP metoda, primjenjene su u ovom radu. Svi sintetisani spojevi
djeluju kao antioksidansi. Spoj 2, vrijednosti IC_  0.87 mmol/L i FRAP 403 pmol/L, sa atomom fluora
na fenilnom prstenu u polozaju C2 je pokazao jacu antioksidativnuaktivnost u poredenju sa spojem
1 koji ima atom fluora u polozaju C3. Spoj 3 koji ima acetamido grupu u para poloZaju je pokazao
jacu sposobnost redukcije u odnosu na ostale sintetisane spojeve, FRAP vrijednost je iznosila 659,5
umol/L. Rezultati in vitro ispitivanja aktivnosti prema enzimu tirozinazi su pokazali da je spoj 3
pokazao da ima slabo inhibitorno djelovanje. Na osnovu dobijenih rezultata mozemo utvrditi da
derivati tetraketona imaju veliki znacéaj jer djeluju kao antioksidansi i inhibitori enzima tirozinaze.

Kljuéne rijeci: Tetraketoni, cikloheksen-1-on, sinteza, antioksidansi, inhibitori tirozinaze

Autor za Korespondenciju: Amra Dzambi¢, PhD, asistent profesor
Email: amra.dzambic@untz.ba
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SYNTHESIS, STRUCTURAL CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL ACTIVITY OF
TETRAKETONES
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’Department of Chemistry, Faculty of Natural Sciences and Mathematics, University of Tuzla,
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3Bosnalijek D.O.O. Sarajevo, BiH
Original scientific article
ABSTRACT

Tetraketones are cyclic compounds synthetised from benzaldehydes and 5,5-dimethyl-cyclohxane-
1,3-dione (dimedone) by Knoevenagel condenzation and Michaels addition reactions with or without
catalyst. Modern chemical reasearch are nowdays increasibly directed towards enviromentally frendly
principles of green chemistry. The aim of this study was to synthetise four new tetraketone derivatives
using this concept. Tetraketones are known to be compounds of a wide and diverse spectrum of
biological activity. This reasrch was conducted in order to determine structure-activity realtionship
of newly sintethised tetraketones. The structures of newly sintethised compounds were confirmed by
modern instrumental spetrscopic analytical methods.

Tetraketones show strong antoxidant potential and inhibition of enyzime tyrosinase. The most
commony used methods for antioxidant activity testing, the DPPH and FRAP methods, were used
ih this resarch. Compound 2 with IC_ values of 0.87 mmol/L and FRAP 403 umol/L bearing fluoro
substituent on the phenyl ring at position C2, showed to be the strong antioxidant than comppund 1
with fluoro supstituent substituent on the phenyl ring at position C3. Compound 3 with acetamido
group in para position showed stronger reduction ability than others, FRAP value is 659,5 umol/L.
The rasults of in vitro testing inhibitory activity showed that compound 3 showed low activity of the
enzyme inhibition. Obtained results implicate the importance of tetraketone derivates as antioxidant
and tyrosinase inhibitors.

Keywords: Tetraketones, cyclohexen-1-one, synthesis, antioxidants, tyrosinase inhibitors

Corresponding author: Amra Dzambi¢, PhD, assistant proffesor
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1. UvVOD

Arilmetilen bis(3-hidroksi-5,5-dimetil-2-cikloheksen-1-on) derivati su u literaturi opée poznati kao
tetraketoni, a koriste se kao prekursori za sintezu velikog broja prirodnih proizvoda (Dewan i sar.,
2016), kao 1 organskih heterocikli¢nih spojeva kao §to su tioksanteni, benzopirani i akridindioni
(Khurana i Vij, 2012). Ksantendioni se formiraju kao produkti ciklizacije enolnog oblika tetraketona
i nastaju reakcijom nukleofilne adicije hidroksilne grupe na dvostrukoj vezi cikloheksena (Zuki¢ i
sar.,2018). Sintetisani spojevi imaju Sirok spektar primjene, mogu se koristiti u laserskoj tehnologiji,
za izradu boja te kao fluoroscentni materijali za vizuelizaciju biomolekula (Djandé i sar., 2011). U
pionirskom radu Merlinga (Merling, 1894), koji je sintetisao cikloheksan-1,3-dion iz rezorcinola,
1894. godine prvi put su opisani tetraketoni sintetisani reakcijom aldehida sa cikloheksan-1,3-dionom
ili dimedonom (5,5-dimetil-cikloheksan-1,3-dion). Tetraketoni se nalaze kao dienolni tautomeri $to
su 1969. godine pomoc¢u nuklearne magnetne rezonance (NMR, engl. Nuclear Magentic Resonance)
utvrdili Forsen i saradnici (Forsen i sar. 1969).

Tetraketoni opéenito se sintetiSu iz (aromatskih i1 heterociklickih) aldehida i1 5,5-dimetilcikloheksan-
1,3-diona (dimedona) reakcijom Knoevenagel-ove kondenzacije i Michael-ove adicije, sa ili bez
primjene katalizatora. U literaturi je opisan veliki broj metoda za sintezu tetraketona u kojima su
koriSteni razliciti katalizatori, rastvaraci kao i uslovi reakcija (Ferreira i Figueroa-Villar 2014). U
danasnje vrijeme sve vise se u sintezi bioloski aktivnih molekula, pa tako i tetraketona, primjenjuju
koncepti zelene hemije ¢ime se izbjegava upotreba lako isparljivih organskih rastvaraca koji mogu
imati Stetne efekte po ljudsko zdravlje i okolis, a uz to su i toksic¢ni (Anastas i Warner 1998; Saleh i
Koller 2018; Da Silva i sur., 2018).

U literaturi je opisana jednostavna sinteza tetraketona iz dimedona, aromatskih aldehida 1 anilina uz
primjenu katalizatora Ytterbij-triflata Yb(OTT), i silika gelana sobnoj temperaturi. Kao katalizatori
se mogu koristiti razli¢iti metalni triflati, ali je utvrdeno da Yterbij u kombinaciji sa silikagelom daje
najvedi prinos od oko 81%, a osim toga skraceno je vrijeme trajanja reakcije na 2 minute (Slika 1).
(Rao 1 sar., 2011)

RE Y N
N RE
0 0 o ¥ o
R Yb(OTf)31S102
R Amhn sobna
temperatura 1 I
Ry=H, CH; OH OH

Slika 1. Sinteza arilmetilen bis(3-hidroksi-5,5-dimetil-2-cikloheksen-1-on) derivata uz prisustvo
anilina i silika gela, (Rao i sar., 2011)

U studiji koju su proveli Azizi i saradnici opisana je hemoselektivna sinteza tetraketona i ksantendiona
iz smjese aromatskih aldehida i dimedona u omjeru 1:2, uz prisustvo razliitih rastvaraca. Kao
rastvarac je koriStena eutekticka smjesa koja se sastoji uglavnom iz spojeva koji djeluju kao donori
vodonika (urea, karboksilne kiseline i Luis-ove kiseline) i kvaternih amonijevih soli kao §to je holin
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hlorid. Prednosti eutektickih rastavaraca u odnosu na standardne su stabilnost, biorazgradivost, te
mogucénost prilagodavanja rastvaraca Sirem podruc¢ju primjene. Reakcija se odvijala na temperaturi
80°C i trajanju minimalno 2 sata. Prilikom sinteze tetraketona najbolji prinos od 92% je dala eutekticka
smjesa holin hlorida i uree, dok je za sintezu ksantendiona najbolji prinos od 88% dala eutekticka
smjesa holin hlorida i ZnCl, (Azizi i sar., 2013).

U literaturi je opisana jednostavna metoda sinteze tetraketona (Slika 2), koja se temelji na principima
zelene hemije vrlo Cesto se koriste eutekticki rastvaraci, ne koristi se zagrijavanje ve¢ primjena
mikrotalasnog zraCenja. Sinteza tetraketona se odvija u vodenoj sredini, na sobnoj temperaturi uz
primjenu odabrane kombinacije kazalizatora kao Sto su natrijum bikarbonat, magnezijum slufat,
natrijum hlorid, natrijum lauril sulfat, polietilen glikol (PEG) i glinica (dehidratisani aluminij-
oksid). Kao najbolji katalizator se pokazala kombinacija natrijum sulfata sa PEG i glinicom, gdje su
zabiljezeni i najveci prinosi sinteze. Opisana je sinteza tetraketona pod istim uslovima uz koriStenje
katalizatora benzil trietilamonijum hlorid (TEBAC) sa prinosom reakcije oko 91% (Dewan i Bajwan,

2014).
o] CHO O
OH OH
+ A Katalizator
| _ Sobna temperatura
o <

R
OH OH

Slika 2. Sinteza tetraketona na sobnoj temperaturi, uz prisustvo kombinacije katalizatora (Dewan i
sar.,, 2016, Dewan i Bajwan, 2014)

Opisana je jednostavna i ekoloska metoda sinteze arilmetilen bis(3-hidroksi-5,5-dimetil-2-
cikloheksen-1-on) derivata, reakcijom Knovenagelove kondenzacije i Michaleove adicije iz
5,5-dimetilcikloheksan-1,3-diona i aromatskih aldehida (Slika 3). Reakcija se odvijala na temperaturi
kljucanja, u vodenoj sredini bez prisustva katalizatora u trajanju od 13 minuta. Utvrdeno je da najbolji
prinos sinteze od 92% zabljezen pri navedenim uslovima reakcije (Sheikhhosseini i Faryabi, 2016).

Q Ar Q
H,O
ArCHO + -
Refluks
(e} (e}
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Slika 3. Sinteza arilmetilen bis(3-hidroksi-5,5-dimetil-2-cikloheksen-1-on) derivata u vodi bez
prisustva katalizatora (Sheikhhosseini i Faryabi, 2016)

Prema literaturnim podacima derivati arilmetilen bis(3-hidroksi-5,5-dimetil-2-cikloheksen-1-on) su

u ¢vrstom agregatnom stanju, zastupljeni su kao kristali ili prah zute 1 bijele boje (Dewan i sar. 2016;
Sheikhhosseini i Faryabi, 2016).
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U literaturnim podacima je navedeno da se tacka topljenja derivata tetraketona krece u rasponu 140-
235°C, te da ovisi od vrste i1 polozaja supstituenata na fenilnome prstenu (Kazemi-Rad 1 sar., 2015;
Ashtarian 1 sar., 2019). Tetraketoni prema literaturnim podacima se nalaze u obliku keto-enolnih
tautomera a koji su medusobno u ravnotezi, pri ¢emu je dominantan enolni oblik tautomera slika 4.
(Thakur i Sohal 2020). Stabilnost odredenog tautomera ovisi od prirode otapala kao i od supstituenata
vezanih za fenilni prsten. Takode uvodenje supstituenta u orfo polozaj na benzenovom prstenu
uzrokuje konformacijsku izmjenu $to dovodi do gubitka jedne intramolekularne vodonikove veze
(Ferrera 1 Figueroa-Villar 2014).

o} R o}
o o OH OH

Slika 4. Tautomerni oblici tetraketona (Thakur i Sohal 2020)

Obzirom da imaju Sirok spektar bioloskih aktivnosti (Sheikhhosseini i Faryabi, 2016), tetraketoni se
u posljednje vrijeme mnogo vise sintetiSu i ispituju, sa ciljem istrazivanja i utvrdivanja mehanizama
njihove bioloske aktivnosti.

1.1.  BioloSka djelovanja tetraketona

Sintetski antioksidansi, butilovani hidroksianizol (BHA) i butilovani hidroksitoluen (BHT), koji
se koriste u prehrambenoj industriji, su pokazali nezeljene efekte, ispitivanjima na zivotinjama je
utvrdeno da imaju toksicne efekte na jetru, bubrege i zu¢, takode su pokazali kancerogeno djelovanje
te se ubrajaju u endokrine disruptore. Stoga je od velikog interesa za farmaceutsku i prehrambenu
industriju razvoj novih, sigurnih i djelotvornih antioksidanasa (Wiliams i sar., 1990). Literaturni podaci
su pokazali da tetraketoni imaju znacajnu antioksidativnu aktivnost (Dzambi¢ i sar., 2019; Maharvi i
sar., 2008; Igbal i sar., 2007) uz visok procenat inhibicije DPPH radikala kao i sposobnost redukcije
(Thakur i Sohal 2013). Pretpostavljeni mehanizam njihovog djelovanja zasniva se na prekidu lan¢anih
reakcija slobodnih radikala, te se mogu svrstati u sintetske neenzimske antioksidanse. Procenat
inhibicije DPPH radikala (IC, ) kao i sposobnost redukcije za pojedine derivate je razliCita te direktno
ovisi od vrste supstituenata koji su vezani na fenilnom prstenu. Na osnovu toga se moze utvrditi da
postoji veza odnosa strukture i djelovanja derivata tetraketona (Dzambi¢ i sar;. 2020). U nekoliko
racunarskih studija je utvrdeno da na antioksidativnu aktivnost uti¢e vrsta supstituenata, ukoliko
su u strukturi prisutne elektron donorske grupe, spojevi djeluju kao jaci antioksidansi. Ukoliko su
supstituenti elektron akceptorske grupe spojevi djeluju kao slabiji antioksidansi (Lee i sar., 2020;
Wang i sar., 2019).Literaturni podaci govore da su tetraketoni i njihovi derivati pokazali aktivnost
prema enzimima tirozinaza (Khan i sar., 2006), lipooksigenaza (Khan i sar., 2007) i protein kinaza
(Alchab i sar., 2015). Utvrdeno je da prema enzimu tirozinaza imaju inhibitornu aktivnost (Shafiu i
sar., 2017), a procenat inhibicije za pojedine tetraketone je razliCit i direktno ovisi od supsituenata
vezanih na fenilni prsten (Khan i sar., 2006). Tetraketoni se u visokom prinosu na sobnoj temperaturi
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mogu spontano ciklizirati u ksantendione, a na osnovu rezultata je utvrdeno da formirani ksantendioni
djeluju kao aktivatori enzima tirozinaze (Ferreira i Figueroa-Villar 2015).

Zbog svojih aktivnosti tirozinaza ima Siroku primjenu u medicini, farmaciji i razli¢itim granama
industrije (Mayer 2006). U farmaceutskoj industriji ucestvuje u biosintezi o-difenola, kao Sto je
L-DOPA (L-3,4-dihidroksifenilalanin), lijekakoji se koristi ulije¢enju Parkinsonove bolesti. Tirozinaza
predstavlja i jedan od tumor markera koji se ispituju kod pacijenata s melanomom (Dos-Santos i sar.,
2013). Brojni literaturni podaci govore da se tetraketoni kao i njihovi derivati ubrajaju u sintetske
inhibitore enzima tirozinaze (Lee i sar., 2016). Eksperimentalno je utvrdeno da tetraketonski kostur
zbog prisustva keto grupa ima inhibitornu aktivnost prema enzimu tirozinazi i stupa u interakciju sa
atomom bakra u aktivnom centru enzima (Masum i sar., 2019).

Cilj rada je sinteza 4 nova tetraketona, njihova karakterizacija primjenom analiti¢kih metoda te da
ispitivanje bioloske aktivnosti novosintetisanih spojeva.

2. MATERIJAL 1 METODE
Hemikalije i reagensi

Sve hemikalije koje su koriStene u sintezi arilmetilen bis(3-hidroksi-5,5-dimetil-
2-cikloheksen-1-on) spojeva su od proizvodaca Merck-a (Darmstadt, Njemacka) i
Sigma Aldrich (Missouri, SAD). U analizama su koristene hemikalije, reagensi i1 standardi visokog
stepena Cistoce. Za pripremu razblazenja smo koristili dvostruko destilovanu vodu.

Opsti postupak sinteze tetraketona

Sinteza tetraketona se odvijala po mehanizmu Knovenlegove kondenzacije i Michaelove adicije iz
5,5-dimetilcikloheksan-1,3-diona 1 razli¢itih aromatskih benzaldehida, kao katalizator je koriSten
diazabiciklo(2.2.2)oktan. Za sintezu tetraketona 2 mmol 5,5-dimetilcikloheksan-1,3-diona 1 1
mmol aromatskog benzaldehida se otopi u 20 mL destilovane vode, smjesi se doda 10 mmol%
diazabiciklo(2.2.2)oktana. Smjesa se refluksira na temperaturi klju¢anja vode 100 °C 30 minuta.
Nakon zavrsene sinteze smjesa u balonu se hladi na sobnoj temperaturi da se izluce kristali, nakon
toga smjesa se filtrira. Nastali kristali se isperu s destilovanom vodom te se vr$i prekristalizacija iz
96% etanola (Paliwal i sar., 2013).

Analiticke metode potvrde sastava sintetisanih spojeva

Tacka topljenja za novosintetisane spojeve je odredena na aparatu Kruss Melting point KSP 1
metodom kapilare prema Ph. Eur. 8.2.1.4. IC spektri sintetisanih spojeva su snimljeni primjenom
uredaja: Nicolet iIS10 FTIR Spektrofotometar, ATR metodom u podrucju talasnih duzina od 4000 do
650 cm™'. Elementarna analiza spojeva je provedena na uredaju: ELEMENTAR (C,H,N,S,0) VARIO
EL III. Kao standard je koristen acetanilid. 'H-NMR i “C-NMR spektri za sintetisirane spojeve su
snimljeni na aparatu Bruker Avance III 500 (500 MHz za 'H; 125 MHz za *C), u deuteriziranom
acetonu, koriste¢i TMS (tetrametilsilicijum) kao referentni standard.
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Ispitivanje antioksidativne aktivnosti sintetisanih spojeva
DPPH metoda

Ispitivanje antioksidativne aktivnosti sa 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikalom je izvedeno po metodi
koju je opisao Benvenuti (Benvenuti i sar., 2004). Ispitivani spojevi su pripremljeni u razli¢itim
koncentracijama (2-5 mM) otapanjem u dimetilsulfoksidu (DMSO), zatim je za svaki uzorak
pojedina¢no napravljena serija razblazenja za pripremu kalibracione krive. Odredenu zapreminu
uzorka (10-100pnL) dopuniti metanolom do 2 mL zatim tom rastvoru dodati 0,5 mL 0,5 mM rastvora
DPPH u etanolu. Smjesu snazno promuckati i inkubirati 30 minuta na tamnom mjestu na temperaturi
od 25°C. Apsorbancu izmjeriti na 517 nm uz metanol kao slijepu probu. Kao kontrola koriSten je 1
mL 0,5 mM rastvor DPPH razblazen sa 4 mL metanola.

Efekat uklanjanja ili procenat inhibicije DPPH radikala je izracunat prema jednacini:

% inhnibicije = (A /A, x100

kontrole-Auzorka) kontrole

Pri ¢emu je: A . apsorbanca otopine koju ima uzorak na talasnoj duzini od 517 nm, dok je A
apsorbanca otopine DPPH.

kontrole

Rezultati su prikazani kao IC_ vrijednost (mM) ili koncentracija uzorka koja je uzrokovala 50%
neutralizaciju DPPH radikala.

FRAP metoda

Odredivanje sposobnosti redukcije zeljeza (FRAP) je provedeno metodom koju je opisao Jiménez-
Aspee (Jiménez-Aspee i sar. 2014). Standardni rastvor FeSO, x 7H,O je pripremljen u rasponu
koncentracija od 100 do 1000 uM (y= 0.001x + 0.061; R? = 0.999) i sluzi za pripremu kalibracione
krive. U pet epruveta odmjeriti 3 mL FRAP reagensa i dodati 0,1 mL standardnih rastvora (200-1000
uM). Apsorbancu izmjeriti u odnosu na slijepu probu, a kao slijepa proba koristena je otopina 3 mL
FRAP reagensa i 0,1 mL vode. Ispitivani spojevi su pripremljeni u razli¢itim koncentracijama (2-5
mM) otapanjem u DMSO. Za svaki uzorak je pripremljena serija razblazenja, u epruvete otpipetirati
100 pL, 50 pL, 25 puL i 10 pL pripremljenog rastvora i dopuniti do 100 pL sa rastvaracem DMSO.
U svaku epruvetu dodati po 0,1 mL pripremljenih ispitivanih rastvora i 3 mL FRAP reagensa,
uzorke inkubirati u vodenom kupatilu 30 minuta na temperaturi od 37°C. Nakon inkubacije izmjeriti
apsorbancu na 593 nm. Kao slijepa proba je koriStena otopina 3 mL FRAP reagensa i 0,1 mL rastvaraca
DMSO. Za sve rastvore ispitivanih spojeva izracunata je FRAP vrijednost na koncentraciju 3 mM.

Ispitivanje enzimske aktivnosti sintetisanih spojeva

In vitro ispitivanje aktivnosti enzima tirozinaze provedeno je metodama koju su opisali Ferreira
(Ferreira 1 sar., 2015) 1 Wijaya (Wijaya 1 sar., 2018). Aktivnost enzima je ispitana u mikrotitar
ploama, prilikom ¢ega je praceno stvaranje dopahroma na talasnoj duzini od 492 nm uz pomo¢
¢itaca mikrotitar ploca. Sintetisani spojevi su pripremljeni otapanjem u organskom otapalu, stock
otopine su pripremljene otapanjem radnih otopina. Kao organsko otapalo je koristen je DMSO.
Obzirom da koncentracija DMSO-a u uzorcima ne smije biti veca od 1,25 %, radne otopine uzoraka
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su pripremljene mjeSanjem stock otopine i fosfatnog pufera. Ispitivanje je izvedeno u mikrotitar
plo¢ama sa 96 bunariéa, gdje se u svaki bunari¢ doda 40 pL uzorka, 80 pL fosfatnog pufera (0,1
M pH=6.8), 40 uL enzima tirozinaze i 40 puL supstrata L-tirozina da bi se postigao ukupni konac¢ni
volumen u bunari¢ima od 200 pL. Kona¢ne koncentracije u finalnom volumenu reakcione smjese
iznosile su 512 uM ili manje za ispitivanu supstancu; 0,1 mM koncentracija supstrata i 35 U/mL
enzima. Reakcijska smjesa se inkubira 10 minuta na temperaturi 25°C, nakon ¢ega se doda L-tirozin i
vr$i se mjerenje na talasnoj duzini od 492 nm svakih 60 sekundi u periodu od 30 minuta. Svi ispitivani
uzorci sintetisanih spojeva su radeni u triplikatu. Za svaki uzorak je pripremljena i slijepa proba koja
je sadrzavala sve komponente, osim enzima tirozinaze. Koji¢na kiselina (90 pM) je koriStena kao
pozitivna proba.

Rezultati su uporedeni sa kontrolom koja je sadrzavala 1,25% DMSO umjesto uzorka ispitivane
supstance.

Procenat inhibicije enzima tirozinaze je izracunat prema jednacini:
% inhibicije tirozinaze = (A-B) - (C-D) /(A -B) x100
Pri ¢emu je: A - apsorbanca slijepe probe sa enzimom; B - apsorbanca slijepe probe bez enzima, C -
apsorbanca uzorka sa enzimom, D - apsorbanca uzorka bez enzima.
3. REZULTATI

Rezultati sinteze, potvrde strukture i sastava sintetisanih spojeva

OH OH

Slika 5. Struktura sintetisanih tetraketona

Tabela 1. Prikaz supstituenata na fenilnom prstenu sintetisanih tetraketona

Spoj R1 R2 R3
1. H F H
2. F H H
3. H H NHCOCH,
4 H H Br
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Spoj 1. 2,2°-(3”-fluorofenil)-metilen bis(3-hidroksi-5,5-dimetil-2-cikloheksen-1-on) — Iskoristenje
99,91%, Tt=183-184,7 °C. IR: 2961 (Ar-H), 2872 (CH alif.), 1690 (C=0), 1580 1 1483 (C=C), 1438
(C=0), 1371 (C-O), 1248 (-OH grupe), 1137 (C-F). 'H NMR (&/ppm): 1.14 (b 12H, CH,); 2.04 (s, 4H,
CH,); 2.40 (b, 4H, CH,); 5.50 (s, 1H, CH); 6.86 (d, 1H, Ar-H); 6.98 (d, 1H, Ar-H), 6.9117.29 (m, 2H,
Ar-H); 12.02 (s, 1H, OH). "C NMR (8/ppm): 28.4 (CH,C,iC,); 32.3 (C,iC,), 33.5(C)); 47.2 (C,C,.
1C, Cy); 115.8(C,1C,); 113.1, 114.4, 123.7, 130.6 1 142.9 (Ar-CH); 163.8 (Ar-C); 190.6 (C,C,. 1 C,,
C,). Rezultati elementalne analize: %C_, 71.48; %H_, 7.04; %C_ 71.26; %H_ 6.80;

Spoj 2. 2,2°-(2”’-fluorofenil)-metilen bis(3-hidroksi-5,5-dimetil-2-cikloheksen-1-on) - Iskoristenje
39,73%, Tt=168,1-169,5 °C. IR: 3406 (C—OH), 2957 (Ar-H), 2873 (CH alif.), 1720 (C=0), 1608 1 1488
(C=0), 1454 (C=0), 1385 (C-0), 1228 (-OH), 1140 (C-F). 'H NMR (6/ppm): 1.12 (b, 12H, CH,); 2.09
(s, 4H, CH,); 2.38 (b, 4H, CH,); 5.56 (s, 1H, CH); 6.86 (d, 1H, Ar-H); 7.00, 7.08, 7.09 i 7.21 (m, 4H,
Ar-H); 12.02 (s, 1H, OH). "C NMR (&/ppm): 28.3 (CH, grupe na C.iC,); 29.4 (C,); 32.1 (C,iC,),47.1
(C,C,.1C C); 116.1 (C,iC,); 116.2,124.5,127.0, 127.71 128.8 (Ar-CH); 161.9 (Ar-C); 189.8 (C ,C..
i1C,, C,). Rezultati elementalne analize: %C_, 71.48; %H . 7.04,%C_, 71.01; %H _,7.00.

Spoj 3. 2,2’-(4”-acetamidofenil)-metilen  bis(3-hidroksi-5,5-dimetil-2-cikloheksen-1-on) -
Iskoristenje 98,13%, Tt=155-159,5 °C. IR: 3466 (Ar-NH), 3075 (Ar-H), 2966 1 2931 (CH alif.), 1665
(C=0), 1645 (HN-C=0), 158711543 (C=C), 1445 (C=0), 1403 (C-N) 1370 (C-0), 1157 (-OH). 'H
NMR (6/ppm): 1.14 (s, 12H, CH,); 2.04 (s, 3H, CH,) 2.40 (s, 4H, CH,), 5,46 (s, 1H, CH); 7.04 (d, 2H,
Ar-H), 7.52 (d, 2H, Ar-H); 9.15 (s, 1H, NH); 11.92 (s, 1H, OH)."*C NMR (8/ppm): 24.7 (CH, amidska
grupa); 28.9 (CH, grupe na C,iC,); 32.7(C,iC,), 33.6 (C)),;47.7 (C,,C,.iC,iC,); 116.7 (C,iC,);
120.0 1 128.4 (Ar-CH); 134.5 1 138.7 (Ar-C); 169.2 (NHCOCH,); 190.9 (C, C . i C,, C,)). Rezultati
elementalne analize: %C_, 70.56; %H_, 7.34; %N _,3.29; %C_, 70.07; %H_, 7.01; %N _, 3.03.

Spoj 4. 2,2°-(4”-bromfenil)-metilen bis(3-hidroksi-5,5-dimetil-2-cikloheksen-1-on) - IskoriStenje
44,53%, Tt=159-163 °C. IR: 3000 (Ar-H), 2925 1 2877 (CH alif.), 1733 (C=0), 1580 (C=C), 1466
(C=0), 1367 (C-0O), 1158 (-OH), 751 (C-Br). 'H NMR (6/ppm): 1.14 (s, 12H, CH,); 2.10 (s, 4H,
CH,); 2.42 (s, 4H CH,); 5.46 (s, 1H, CH); 7.09 1 7,42 (dd, 4H, Ar-H); 11.75 (s, 1H OH)."CNMR(&/
ppm): 28.5 (CH, C,iC,); 32.3 (C,1C,); 33.4(C);472(C,C,1C,C,); 1158 (C,1C,); 119.8,
139.,3 (Ar-C); 130.0, 132.0 (Ar-CH); 190.6 (C, C,. i C,, C,). Rezultati elementalne analize: %C_,
61.75; %H_, 6.08; %C_, 61.43; %H_ 5.89;

2.1.  Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti DPPH i FRAP metoda
U tabeli 2. su prikazani rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti sintetisanih spojeva primjenom
DPPH metode i rezultati ispitivanja redukcijske sposobnosti sintetisanih spojeva analiziranih FRAP

metodom.

Tabela 2. Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti primjenom DPPH metode i redukcijske
sposobnosti analizirani FRAP metodom

Broj spoja | DPPH vrijednost IC, [mM] | FRAP vrijednost [umol/L Fe*']
S, 2,04 336,2
S, 0,87 403,6
S, 1,28 659,5
S, 1,86 462,3
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Rezultati in vitro ispitivanja aktivnosti sintetisanih spojeva prema enzimu tirozinazi

In vitro ispitivanje aktivnosti prema enzimu tirozinazi za sintetisane spojeve je provedeno metodama
koje su opisali Ferreira (Ferreira i sar., 2015) i Wijaya(Wijaya i sar., 2018) , za ispitivanje je koriStena
tirozinaza izolovana iz gljive 25 KU (Sigma Aldrich). Rezultati in vitro ispitivanja spojeva su
prikazani kao procenat inhibicije u ovisnosti od koncentracije ispitivanih spojeva (uM). Koncentracija
ispitivanih tetraketona je iznosila 512 uM kao pozitivnu kontrolu smo koristili koji¢nu kiselinu koja
je inhibitor enzima. Rezultati ispitivanja inhibitorne aktivnosti prema enzimu tirozinaza dati su u
tabeli 3 i na grafiku 1.

Tabela 3. Procenat inhibicije enzima tirozinaze sintetisanim tetraketonima.

. | Procenat inhibicije enzima . Procenat inhibicije enzima
Spoj o Spoj N
tirozinaze tirozinaze
1 2,03% 3 7,97%
2 1,16% 4 6,10%
pozitvna o
kontrola 98,34%
:I::}c — — - -
1 2 3 4 pozitvna
kontrok

Grafik 1. Procenat inhibicije enzima tirozinaze sa sintetisanim tetraketonim pri koncentraciji od
512 uM.

3. DISKUSIJA

U reakciji 5,5-dimetilcikloheksan-1,3-diona i razli¢itih aromatskih benzaldehida sintetisana su cetiri
aril metilen bis (3-hidroksi-5,5-dimetil-2-cikloheksen-1-on) derivata. U literaturi je opisana sinteza
ksantendiona po ovoj proceduri, gdje su koristeni heteroaril benzaldehidi, skra¢ivanjem vremena
refluksa formiraju se zeljeni tetrakteonski derivati (Paliwal 1 sar. 2013). Kao katalizator u reakciji
je koristen diazabiciklo(2.2.2.) oktan (DABCO). U prvom koraku sinteze deSava se kondenzacija
5,5-dimetilcikloheksan-1,3-diona i odgovaraju¢eg benzaldenida. Zatim se nakon dehidratacije 1
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Michaelove adicije nastaju derivati tetraketona, koji keto-enolnom tautomerijom prelaze u aril metilen
bis (3-hidroksi-5,5-dimetil-2-cikloheksen-1-on) derivate.

Kao $to se vidi iz rezultata elementarni sastav sintetisanih spojeva je potvrden C, H, N analizom. Za
sve spojeve je izracunat procentualni sadrzaj karbona, hidrogena i nitrogena koji ulaze u strukturu
spoja. Racunski dobivene vrijednosti su uporedivane sa vrijednostima dobivenim eksperimentalno i
utvrdeno je da se vrijednosti podudaraju, tj. da odstupaju od racunskih u dozvoljenoj granici (£0,5)
¢ime je potvrden molekularni sastav sintetisanih spojeva.

Na IR spektrima sintetisanih aril metilen bis (3-hidroksi-5,5-dimetil-2-cikloheksen-1-on) derivata
mogu se vidjeti vrpce koje su karakteristicne za tetraketonske spojeve. Tako se na svim spektrima
uocavaju apsorpcione vrpce izmedu 3100-2960 cm™! koje poti¢u od aromatskih hidrogena, na 2950-
2850 cm!' se uocavaju vrpce koje poti¢u od alifatskih CH grupa, na 1700-1600 cm™ su prisutne
apsorpcione vrpce koje poti¢u od keto grupe C=0. Takode, na svim IR spektrima su uocljive vrpce
na 1600 cm™ i na 1450 cm™ koje su karakteristicne za C=C vezu aromata, na 1300 cm™ su prisutne
vrpce karakteristi¢ne za C-O istezanje, te deformacione vibracije —OH grupe na 1200 cm™. IR spektri
sintetisanih spojeva se razlikuju po apsorpcionim vrpcama koje poti¢u od odgovarajuceg supstituenta
vezanog na fenilni prsten. Na spektrima spojeva 1 i 2 koji u strukturi imaju fluor vezan na fenilnom
prstenu u polozajima C, (spoj 1 i C, (spoj 2) javlja se vrpca u podrucju 1140-1100 cm™. Na spektru
spoja 3 koji u strukturi ima acetamido grupu vezanu na fenilnom prstenu u polozaju C, javlja se
karakteristi¢na vrpca u podrucju 3460 cm™ koja poti¢e od amino —NH grupe, u podruc¢ju 1645 cm
javlja se vrpca koja poti¢e od amidne C=O grupe i u podrucju 1403 cm’ javlja se vrpca koja je
karakteristicna za C-N istezanje. Na spektru spoja 4 koji u strukturi ima brom na poloZaju C,javlja se
vrpca u podrucju 751 cm™ koja poti¢e od C-Br grupe.

Na “C NMR spektrima sintetisanih spojeva uocljivi su pomaci koji su karakteristi¢ni za pojedine vrste
karbonovih atoma. Radi lakSe analize NMR spektara na Slici 6. je prikazana numeracija arilmetilen-
bis(3-hidroksi-5,5-dimetil-2-cikloheksen-1-on) derivata.

Slika 6. Numeracija arilmetilen-bis(3-hidroksi-5,5-dimetil-2-cikloheksen-1-on) derivata

Kod svih sintetisiranih spojeva na spektrima uocavaju se pomaci izmedu 26.9-29.7 ppm koji poticu
od karbonovih atoma iz CH, grupa na C; i C. atomima. Na spektrima se takoder uoCava pomak
izmedu 30.7-32.7 ppm koji poti¢e od karbonovih atoma u polozaju C, i C,, te u podrucju 27.5-
33.6 ppm pomak koji poti¢e od karbonovog atoma koji spaja dva cikloheksenska prstena (C.). Na
spektrima se uo€ava pomak na 47.3 ppm koji poti¢e od karbonovih atoma u polozaju C, i C,, te na
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50.9 ppm koji poti¢e od karbonovih atoma u polozaju C, i C,.. U intervalu 111.9-118.8 ppm uoCavaju
se pomaci koji poti¢u od karbonovih atoma u polozaju C, i C,.. Na spektrima uocavaju se pomaci, u
intervalu od 115.0-138.7 ppm koji poti¢u od aromatskih karbohidrogena (Ar-CH) i u intervalu 130.0-
148.5 ppm pomake koji poticu od aromatskih karbona (Ar-C). Na spektrima se uo¢avaju pomaci u
intervalu 190.9-200.5 ppm koji poti¢u od u karbonovih atoma u polozajima C, C,.iC,, C,..

3C NMR spektri sintetisanih spojeva se razlikuju na osnovu pomaka karbonovih atoma karakteristi¢nih
za dati supstituent. Spojevi 1, 2, 1 4 koji u strukturi imaju halogene supstituente Cl, Br i F, imaju
karakteristi¢nu tetraketonsku strukturu, obzirom da kao supstituente nemaju atome karbona ne
uocavamo karakteristicne pomake. Spoj 3 koji u strukturi u para polozaju ima acetamido grupu ima
pomake na 24.7 ppm i 169.2 ppm koji poti¢u od atoma karbona -NHCOCH..

Snimanje '"H NMR spektara za sintetisane spojeve je izvr§eno na temperaturi od od 25°C, pri ¢emu
je kao otapalo koristen deuterirani aceton i deuterirani benzen. Na '"H NMR spektrima uocavaju se
singleti u podrucju od 0.60-1.20 ppm koji poticu od hidrogena iz CH, grupa vezanih na C, i C,. atome.
Singleti i dubleti koji poticu od hidrogena iz CH, grupa (C,, C,.iC,, C,)) uoCavaju se u podrucju 2.01-
2.42 ppm. Znacajan signal za potvrdu strukture je singlet u podrucju 4.85-5.46 ppm koji potice od
hidrogena vezanog za C atom koji povezuje dva cikloheksanska prstena (C.). Na 'H NMR spektrima
uocavaju se dubleti u podrucju od 6.40-7.52 ppm a koji poti¢u od hidrogena na fenilnom prstenu. Na
spektrima uocljiv je singlet u podrucju 10.97-12.01 ppm koji potic¢e od hidrogena iz hidroksilne -OH
grupe.

Na osnovu literaturnih podataka o NMR spektrima do sada sintetisanih tetraketona i njihovih
derivata mozemo zakljuciti da postoje slicnosti u polozajima pikova za tetraketonski skelet koji
je karakteristican za ovu grupu spojeva. Takode postoji sli€nost u polozaju i intenzitetu pikova za
pojedine supstituente prisutne na fenilnome prstenu i to hidroksilne, metoksi, dimetilamino, nitro
grupe (Maleki i sar., 2018).

Iz literature je poznato da tetraketoni imaju znacajnu antioksidativnu aktivnost (Zuki¢ 1 sar., 2018;
Thakur 1 Sohal 2020), te bi se mogli razviti u lijekove koji ¢e se u buducnosti koristiti u lije¢enju
oboljenja koji nastaju kao posljedica oksidativnog stresa (Maharvi i sar., 2008) Arilmetilen-bis(3-
hidroksi-5,5-dimetil-2-cikloheksen-1-on) derivati imaju razli¢it procenat inhibicije DPPH radikala
i FRAP vrijednost, Sto direktno ovisi od koncentracije spoja i supstituenata koji su vezani za
fenilni prsten. Mehanizam antioksidativne aktivnosti je povezan sa sposobnoS¢u oslobadanja
atoma hidrogena, protona ili elektrona sa supstituenata na fenilnom prstenu (Khan i sar., 2007).
U strukturama sintetisanih spojeva su prisutne elektron donorske grupe koje povecavaju gustocu
elektrona u aromatskoj strukturi ¢cime se povecava nukleofilnost spoja (Kotora i sar., 2016). Osim toga
prisutne su i deaktiviraju¢e grupe poput halogena (—F, —Cl i —Br) koje privlace elektrone i smanjuju
nukleofilnost spoja (Bendary i sar., 2013).

Spoj 3, sa acetamido grupom na fenilnom prstenu u polozaju C,, ima vrijednosti IC, | 1,28 mM i
FRAP 659,5 umol/L, slabiju antioksidativnu aktivnost u poredenju sa Vitaminom C. Spojevi koji kao
supstituente imaju halogene (F, Cl, Br i CF,) imaju aktivnost, ali u poredenju sa vitaminom C ponaSaju
se kao slabi antioksidansi. Tu se ubrajaju spojevi 1, 2, 1 4. Spojevi 1 i 2, koji imaju fluor u polozaju
C, (spoj 1) 1 u polozaju C, (spoj 2) imaju vrijednosti IC, 2,04 mM i FRAP 336,2 umol/L, odnosno
IC,, 0,87 mM i FRAP 403,66 pmol/L. Spoj 4 koji ima brom na fenilnom prstenu u polozaju C,, ima
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vrijednosti IC, 1,86 mM i FRAP 462,3 umol/L. Spoj 2 se pokazao kao jali antioksidans u odnosu
na ostale spojeve. Rezultati pokazuju da svi ispitivani tetraketoni imaju antioksidativnu aktivnost te
da inhibicija DPPH radikala i redukciona sposobnost ovise od koncentracije spojeva, polozaja (o-,
m-, p-) 1 vrste supsitutenata na fenilnom prstenu. Spojevi koji u strukturama imaju elektron donorske
grupe pokazali su jacu antioksidativnu aktivnost kao 1 ve¢u sposobnost redukcije u odnosu na spojeve

koji imaju elektron akceptorske grupe.

Predklini¢nim ispitivanjima dokazano je da tetraketoni kao i njihovi derivati imaju snaznu inhibitornu
aktivnost prema enzimu tirozinaza te da se mogu smatrati potencijalno snaznim terapeutskim agensima
s djelovanjem na maligni melanom (Rad i Behbahani, 2017). Na osnovu rezultata mozemo utvrditi
da je spojevi 3 i 4 pokazali jacu inhibiciju prema enzimu tirozinazi procenat inhibicije sa spoj 3 je
iznosio 7.97%, a za spoj 4 je iznosio 6.10%, u poredenju sa pozitivnom kontrolom mozemo rec¢i da se
ubraja u grupu slabijih inhibitora. Spojevi 11 2 su pokazali znaajno manji procenat inhibicije prema
enzimu tirozinazi te se ubrajaju u izuzetno slabe inhibitore. Spoj 3 u para polozaju ima amidsku grupu
te je pokazao najveci procenat inhibicije prema enzimu, ostali spojevi u svojim strukturama imaju
halogene supstituente te su pokazali manji procenat inhibicije.

4. ZAKLJUCAK

U ovom nau¢nom radu smo sintetisali Cetiti razli¢ita derivata tetraketona koji su u svojim strukturama
sadrzavali razlicite supstituente na fenilnome prstenu, potvrdili smo njihov sastav i strukturu te smo
ispitali njihovu biolosku aktivnost. Jacu antioksidativnu aktivnost je pokazao spoj 2 sa vrijednostima
IC,, 0,87 mM i FRAP 403,66 pmol/L. JaCu inhibitornu akivnost prema enzimu tirozinazi u odnosu
na ostale spojeve, pokazao je spoj 3 pri koncentraciji 512 pM procenat inhibicije je iznosio 7,97% u
odnosu na pozitivnu kontrolu je pokazao slabo inhibitorno djelovanje. Na osnovu rezultata mozemo
zakljuciti da su spojevi pokazali slabu antioksidativnu aktivnost te da djeluju kao slabi inhibitori
enzima tirozinaze.
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Izvorni znanstveni rad

SAZETAK

List gloga sa cvijetom oficinalna je droga biljnih vrsta Crataegus monogyna Jacquin (bijeli glog)
i Crataegus levigata (Poiert) DC (crveni glog). Koristi se kao tradicionalni biljni proizvod za
ublazavanje nervnog sréanog stresa (npr. lupanja srca) nakon $to su iskljucena ozbiljna stanja. Osim
toga, tradicionalno se koristi za ublazavanje simptoma stresa i za spavanje.

U ovom radu ispitan je utjecaj organskih rastvarac¢a na ekstrakciju bioloski znacajnih komponenti
iz lista gloga sa cvijetom odredivanjem sadrzaja ukupnih fenola pomoc¢u Folin-Ciocalteu metode.
Antioksidativna aktivnost ispitana je DPPH i FRAP metodom. Za pripremu ekstrakata koriSteni
rastvarai su voda, metanol, etanol i aceton, te njihove 50%-tne vodene smjese. Rezultati su
pokazali da vodene smjese organskih rastvaraca ekstrahuju najvise fenolnih spojeva i imaju najjacu
antioksidativnu aktivnost u in vitro uslovima. Najslabiju antioksidativnu aktivnost pokazao je
acetonski, a najve¢u vodeno-acetonski ekstrakt.

Kljucne rijeci: glog, polifenoli, antioksidativna aktivnost, DPPH, FRAP
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ABSTRACT

Hawthorn leaf with flower is an officinal drug of the plant species Crataegus monogyna Jacquin
(white hawthorn) and Crataegus levigata (Poiert) DC (red hawthorn). The chemical composition
depends on the part of the plant. It is used as a traditional herbal product to relieve nervous cardiac
stress (e.g. palpitations) after serious conditions have been ruled out. In addition, it is traditionally
used to relieve symptoms of stress and for sleep.

The aim of this work is to examine the influence of organic solvents on the extraction of biologically
significant components from hawthorn leaves with flowers using the DPPH and FRAP methods and
determining the content of total phenols using the Folin-Ciocalteu method. The solvents used in this
work are water, methanol, ethanol and acetone, and their 50% aqueous mixtures. The results showed
that aqueous mixtures of organic solvents extract the most phenolic compounds and that these extracts
show the strongest antioxidant activity. The weakest antioxidant activity was shown by the acetone
extract, and the highest by the water-acetone extract.

Keywords: hawthorn, organic solvents, DPPH, FRAP
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1. UvVOD

Crataeugs oxyacantha L. — crveni glog, razgranat je i trnovit grm ili stablo visoko do 5 m. Crataegus
monogyna Jacquin — bijeli glog je jako razgranati trnoviti grm ili malo stablo sa zaobljeno jajastom
kro$njom. Izgled obje biljne vrste prikazan je na slici 1.

Slika 1. Izgled crvenog i bijelog gloga

Crataegi folium cum flore dokazano sadrzi rutin, viteksin, hiperozid i kvercetin (Sagaradze i sar.,
2019). Listovi, plodovi, kao i cvjetovi gloga sadrze Secere, fenolne kiseline, etericna ulja, terpene,
fenilpropanoide, lignane i1 flavonoide (Martinelli i sar.,, 2021). U Crataegus vrstama otkrivene
su jabucna, jantarna, limunska, askorbinska, salicilna i siringi¢na kiselina, a osim njih jo$ i niz
masnih kiselina (Edwards 1 sar., 2012). U cvjetovima se dominantno nalaze viteksin 1 hiperozid,
dok se procijanidini nalaze u ve¢im koli¢inama u nezrelim plodovima (Nabavi i sar., 2015). Ispitani
antioksidativnih kapacitet ekstrakata lista, cvijeta i ploda gloga u literaturi se dovodi u vezu sa
bioaktivnim molekulama, poput polifenola, flavanola i hidroksicimetnih kiselina (Martinelli i sar.,
2021).

Crataegus vrste se tradicionalno koriste kao kardiotonici. U Europi se uglavnom koriste Crataegus
monogyna Jacq. (Lindm.) i Crataegus laevigata (Poir.) DC (sinonim Crataegus oxyacantha L.). Za
bijeli glog je prijavljeno da ispoljava i antihipertenzivno, antihiperlipemijsko, antihiperglikemijsko,
anksioliticko 1 imunomodulirajuée dejstvo, a mehanizmi dejstva su pozitivno i negativno inotropno
djelovanje, inhibicija angiotenzinkonvertirajueg enzima i fosfodiesteraze, poboljSanje statusa
antioksidativnih enzima i brojni drugi (Orhan 2016). Nuspojave proizvoda koji sadrze Crataegus
vrste su blage gastrointestinalne i koZne reakcije, te palpitacije 1 vrtoglavica, $to moze imati
kardiovaskularnu pozadinu (Woerdenbag i sar., 2024).

Najcescetehnikeu ekstrakeiji polifenolnih spojeva podrazumijevaju upotrebu organskih ilineorganskih
rastvaraca. Parametri koji utjecu na proces ekstrakcije su: temperatura, vrijeme ekstrakcije, vrsta
rastvaraca i omjer rastvaraca i uzorka (Che Sulaiman i sar., 2017). Polifenoli koji se mogu ekstrahirati
imaju manju molekularnu masu, dok su polifenoli ve¢e molekularne mase vezani za proteine pa se
prije ekstrakcije moraju hidrolizirati (Dai i Mumper, 2010). Za ekstrakciju antioksidativnih spojeva
iz biljaka najcesce se koriste voda, vodena smjesa metanola, etanola i acetona (Xu i Chang, 2007).
Cilj ovog rada je ispitati utjecaj organskih rastvaraca i njihovih vodenih smjesa na ekstrakciju
polifenolnih spojeva i antioksidativnu aktivnost.
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2. MATERIJAL I METODE
2.1.  Priprema ekstrakata

List gloga s cvijetom samljeven je u prah uz pomo¢ elektricnog mlina. Ekstrakti su pripremljeni
ultrazvu¢nom ekstrakcijom sa razli¢itim rastvarac¢ima (voda, metanol, etanol, aceton, voda-metanol
50/50, voda-etanol 50/50, voda-aceton 50/50 v/v). Na 2 grama biljnog materijala dodano je 20 mL
rastvaraca. Ekstrakcija je vrSena u ultrazvu¢nom kupatilu (Elmasonic S, Njemacka) pri frekvenci
od 37 kHz, u trajanju od 30 minuta. Ekstrakti su filtrirani preko filter papira plava traka i ¢uvani
na hladnom i tamnom mjestu do pocetka provodenja analiza. Izgled ekstrakata nakon ekstrakcije
prikazan je na slici 2.

]
=t
gl I = = 2 Za

Slika 2. Izgled ekstrakata nakon ekstrakcije
2.2.  Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Ukupni polifenolni spojevi kvantificirani su spektrofotometrijski Folin-Ciocalteu testom prema
protokolu (Singleton, Orthofer i Lamuela-Raventos, 1999), uz odredene modifikacije. 100 pL
ekstrakta je pomijeSano sa 1270 pL 10% Folin - Ciocalteu reagensa. Nakon 5 minuta dodano je
210 uL 10% natrijum karbonata. Nakon provedene inkubacije u trajanju od sat vremena rastvorima
je dodano 455 pL destilovane vode. Apsorbancija je izmjerena na spektrofotometru (Perkin Elmer
Lambda 25, SAD) pri talasnoj duzini 765 nm. Kvantitativna analiza je izvrSena na osnovu standardne
kalibracione krive galne kiseline (y = 0,0042x + 0,0076, R? = 0,9998). Ukupni polifenolni sadrzaj
izrazen je kao ekvivalent galne kiseline (GAE) u miligramima po gramu uzorka.

2.3. DPPH metoda

2,2-difenil-1-pikril-hidrazil (DPPH) metoda provedena je prema ranije opisanoj metodi (Horozi¢ i
sar., 2019). 0,1 mL ekstrakta dodano je u epruvetu i dopunjeno do 2 mL metanolom. Potom je dodano
0,5 mL 0,5 mM rastvora DPPH i uzorci se ostavljeni da se inkubiraju 30 minuta u zamracenom
prostoru na sobnoj temperaturi. Apsorbancija je izmjerena na 517 nm uz metanol kao slijepu probu.
Efikasnost uklanjanja radikala (%) ili procenat inhibicije radikala DPPH izracunat je prema jednacini:

[(Ac - As)/ Ac] x 100

pri cemu je As apsorbanca rastvora koja sadrzi uzorak na 517 nm, a Ac je absorbanca kontrole.
Rezultati su izrazeni kao IC_ vrijednost (mg/mL).
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2.4. FRAP metoda

FRAP (Ferric-Reducing Antioxidant Power) metoda temelji se na sposobnosti ekstrakta da redukuje
Fe(III) u Fe(II) jone. Ispitivanje je provedeno prema publiciranom protokolu (Benzie i Strain, 1999). 3
mL pripremljenog FRAP reagensa pomijesano je sa 100 puL razblaZenih ekstrakata. Nakon inkubacije
od 30 minuta na 37 °C u vodenom kupatilu, mjerena je apsorbanca na talasnoj duzini 593 nm. FRAP
vrijednost izracunata je iz kalibracijske krive zeljezo (II) sulfata heptahidrata (y = 0,001x + 0,0698;
R2=10,9997).

3. REZULTATI I DISKUSIJA
Rezultati sadrzaja ukupnih polifenola pripremljenih ekstrakata prikazani su u tabeli 1.

Tabela 1. Rezultati sadrzaja ukupnih polifenola

Ekstrakt Vodeni Metanolni | Etanolni | Acetonski Vodeno-' Vodeno'- Vodeno-'
metanolni | etanolni | acetonski

Sadrzaj

polifenola [mg | 1,725 2,180 1,785 0,800 3,425 3,955 4,380

GAE/g]

Najve¢i sadrzaj ukupnih polifenolnih spojeva potvrden je u vodeno-acetonskom ekstraktu gloga.
Smjesa etanola i vode pokazala je visoku efikasnost u ekstrakciji polifenolnih spojeva u odnosu
na koncentrovaniju otopinu etanola ili apsolutni etanol (Bekbolatova 1 sar., 2018). 50%- tni etanol
bolji je rastvarac za ekstrakciju polifenolnih spojeva gloga od 96%-tnog etanola (Bekbolatova 1 sar.,
2018). Vodeno-acetonska smjesa efikasnija je u ekstrakciji polifenola od vodeno-etanolne (Lisica,
2016). Generalno, vodeno-alkoholne smjese ekstrahuju veci koli¢inu polifenolnih spojeva od ¢istih
organskih rastvaraca, a to se objaSnjava Cinjenicom da voda uzrokuje bubrenje biljnog materijala
1 olakSava prodor drugom rastvaracu u Cvrsti matriks (Bhebhe 1 sar., 2015). Ukoliko se porede
ekstrakti koji su dobiveni uz pomo¢ samo jednog rastvaraca, vidljivo je da metanolni ekstrakt ima

4.5 |'
= |
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Slika 3. Graficki prikaz sadrZaja ukupnih polifenola

U-1 predstavlja vodeni, U-2 metanolni, U-3 etanolni, U-4 acetonski, U-5 vodeno-metanolni, U-6
vodeno-etanolni 1 U-7 vodeno-acetonski ekstrakt.
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najvedi sadrzaj polifenolnih spojeva. Razlike u sadrzaju polifenolnih spojeva u ekstraktima mogu biti
posljedica razli¢itih svojstava polifenolnih spojeva (Gali¢, 2020). Potrebno je uzeti u obzir i strukturu
polifenolnih spojeva jer ti spojevi mogu imati vise hidroksilnih grupa koje se mogu konjugirati sa
Secerima, kiselinama ili alkilnim grupama (Garcia-Salas i sar., 2010). Aceton je ekstrahirao najmanje
fenolnih spojeva, a takav rezultat mogao bi biti posljedica njegove slabe polarnosti. Na slici 3 dat je
graficki prikaz rezultata sadrzaja ukupnih polifenola.

Rezultati antioksidativnog kapaciteta dobivenih DPPH metodom za koncentraciju ekstrakata gloga
od 5 g/L prikazani su u tabeli 2.

Tabela 2. Rezultati antioksidativnog kapaciteta dobivenih DPPH metodom

Vodeno- | Vodeno- | Vodeno-

Ekstrakt Vodeni Metanolni | Etanolni | Acetonski . ; )

metanolni | etanolni | acetonski
Procenat 38,67 |45,53 4037 29,06 54,54 55,55 64,61
gasenja (%)

Na osnovu rezultata dobivenih DPPH metodom vidljivo je da ekstrakti sa vodenim smjesama
organskih rastvaraca pokazuju najvecu antioksidativnu aktivnost, Sto je u skladu i1 sa rezultatima
sadrzaja ukupnih polifenolnih spojeva. Na slici 4 dat je graficki prikaz rezultata dobivenih DPPH

metodom.
U-1 U2 U3 U4 USs U6 U7

Uzerci

Slika 4. Graficki prikaz rezultata DPPH metode dobivenih ekstrakata

DPPH (%)
g & 2 g 2

s L)
= =

Rezultati antioksidativne aktivnosti dobiveni FRAP metodom potvrduju rezultate dobivene DPPH
metodom. Ovime se pokazalo da je za ekstrakciju polifenolnih spojeva iz smjese cvijeta gloga sa
listom najbolje kombinovati vodu 1 slabo polaran organski rastvarac.

Tabela 3. Rezultati dobiveni FRAP metodom

Ekstrakt Vodeni Metanolni | Etanolni | Acetonski Vodeno-‘ Vodeno'- Vodeno-.
metanolni | etanolni | acetonski
FRAP (umol/L) | 220,8 320,05 2274 69 393,05 513,7 617,45

Ranije publicirani rezultati ukazuju da antioksidativna aktivnost nije direktno proporcionalna sadrzaju
ukupnih polifenolnih spojeva gloga (Alirezalu i sar., 2018; Caliskan i sar. 2012). Bahri-Sahloul 1
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sar. (2009) navode da se hlorogenska kiselina, hiperozid, rutin, spireozid, kvercetin 3-glukozid
(izokvercetin), kvercetin, (-)-epikatehiniprocijanidin B2 smatraju spojevima sajakim antioksidativnim
aktivnostima u ekstraktima cvijetnih pupova gloga. Razlika u antioksidativnoj sposobnosti moze biti
i posljedica starosti biljnog materijala, kvaliteta suSenja i skladiStenja, ekstrakcije balastnih materija,
u inhibiciji slobodnih radikala, a to se objasnjava gubitkom polifenolnih spojeva u procesu starenja
biljke (Barreira i sar., 2013). Na slici 5 dat je graficki prikaz rezultata dobivenih FRAP metodom.

FRAF (pmol / L)
£ 8 8 8 8 8

8

ﬂ*'. ; ; =5 -l 5
U-1 U-2 U-3 U4 U-5

Vzorci

U6 u-7

Slika 5. Graficki prikaz rezultata FRAP metode dobivenih ekstrakata

4. ZAKLJUCAK

Ve¢i prinos ukupnih polifenolnih spojeva gloga, a time i antioksidativne aktivnosti postize se
primjenom smjese vode i organskih rastvara¢a. Od pojedina¢nih organskih rastvaraca, polarniji
rastvaraci ekstrahuju vecu koli¢inu ukupnih polifenolnih spojeva. Antioksidativna aktivnost najveca
je kod ekstrakata koji sadrze najveci sadrzaj polifenolnih spojeva. Rezultati antioksidativne aktivnosti
ukazuju na veliki znacaj ove biljne droge u tretmanu kardiovaskularnih oboljenja.

5. LITERATURA

1. Alirezalu A, Hosseinpour-Feizi M, Fatahi R, Mohammadi M, Nejad ASM (2018) Flavonoids
profile and antioxidant activity in flowers and leaves of hawthorn species (Crataegus spp.)
from different regions of Iran. Int J Food Prop 21:325-337 https://doi.org/10.1080/10942912.
2018.1446146.

2. Bahri-Sahloul R, Mars M, Tlili N, Gargouri M, Feki H, Lachaal M (2009) Chemical
characterisation of Crataegus azarolus L. fruit from 14 genotypes found in Tunisia. J Hortic
Sci Biotechnol 84(1):36-41 https://doi.org/10.1080/14620316.2009.11512474.

3. BarreiraJCM, Rodrigues S, Carvalho AM, Ferreira ICFR (2013) Development of hydrosoluble
gels with Crataegus monogyna extracts for topical application: Evaluation of antioxidant
activity of the final formulations. Ind Crop Prod 42:175-180 https://doi.org/10.1016/].
indcrop.2012.05.034.

48



ZBORNIK RADOVA
SA SIMPOZIJA MAGISTARA FARMACIJE TUZLANSKOG KANTONA
DVANAESTI SIMPOZI]

10.

I1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Bekbolatova E, Yermekbayev Z, Zhumadilov Z, Nurkesh A, Ibrayeva G (2018) Phenolic
composition and antioxidant potential of different organs of Kazakh Crataegus almaatensis
Pojark: A comparison with the European Crataegus oxyacantha L. flowers. Open Chem
16:1140-1149 https://doi.org/10.1515/chem-2018-0048.

Benzie IFF, Strain JJ (1999) Ferric reducing/antioxidant power assay: Direct measure of total
antioxidant activity of biological fluids and modified version for simultaneous measurement
of total antioxidant power and ascorbic acid concentration. Methods Enzymol 299:15-27
https://doi.org/10.1016/S0076-6879(99)99005-5.

Bhebhe M, Mudavanhu P, Materechera SA (2016) Effect of solvent type on total phenolic
content and free radical scavenging activity of black tea and herbal infusions. Food Anal
Methods 9(4):967-975 https://doi.org/10.1007/s12161-015-0270-z.

Caliskan O, Ulusoy S, Toker G, Oksiiz S (2012) Phytochemical characterization of several
hawthorn (Crataegus spp.) species sampled from the Eastern Mediterranean region of Turkey.
Phcog Mag 8(29):280-285 https://doi.org/10.4103/0973-1296.93305.

Che Sulaiman IS, Ibrahim MH, Suhaili Zulkifli RA, Mustapha NM, Muhamad M (2017)
Effects of temperature, time, and solvent ratio on the extraction of phenolic compounds and the
anti-radical activity of Clinacanthus nutans Lindau leaves by response surface methodology.
Chem Cent J 11:74 https://doi.org/10.1186/s13065-017-0285-1.

Dai J, Mumper RJ (2010) Plant phenolics: Extraction, analysis and their antioxidant
and anticancer properties. Molecules 15(10):7313-7352  https://doi.org/10.3390/
molecules15107313.

Edwards JE, Larkin P, Perry NSL (2012) A review of the chemistry of the genus Crataegus.
Phytochemistry 77:5-26 https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2012.04.006.

Gali¢, L., (2020). Fenolni spojevi u biljkama. Diplomski rad. Osijek: Sveuciliste Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Fakultet agrobiotehnickih znanosti Osijek.

Garcia-Salas P, Morales-Soto A, Segura-Carretero A, Fernandez-Gutiérrez A (2010) Phenolic-
compound-extraction systems for fruit and vegetable samples. Molecules 15(12):8813-8826
https://doi.org/10.3390/molecules15128813.

Horozi¢ E, Zuki¢ A, Kolarevi¢ L, Bjelosevi¢ D, Ademovi¢ Z, Kundali¢ B, Husejnagi¢ D,
Kudumovi¢ A (2019) Evaluation of antibacterial and antioxidant activity of methanol needle
extracts of Larix decidua Mill., Picea abies (L.) H. Karst. and Pinus nigra J.F. Arnold.
Technics Technol Educ Manag 14:22-27.

Lisica, P. (2016). Utjecaj uvjeta ekstrakcije na izolaciju fenolnih spojeva iz organskog otapala
u proizvodnji vina. Zavrsni rad. Zagreb: SveuciliSte u Zagrebu, Prehrambeno-biotehnoloski
fakultet.

Martinelli F, Tasca A, Paris R, Ballini R, Pagiotti R, Gamberini MC (2021) Botanical,
phytochemical, anti-microbial and pharmaceutical characteristics of hawthorn
(Crataegus monogyna Jacq.), Rosaceae. Molecules 26(23):7266 https://doi.org/10.3390/
molecules26237266.

Nabavi SF, Habtemariam S, Daglia M, Nabavi SM, Braidy N, Sureda A (2015) Polyphenolic
composition of Crataegus monogyna Jacq.: From chemistry to medical applications. Nutrients
7(9):5361-5388 https://doi.org/10.3390/nu7095361.

Orhan IE (2016) Phytochemical and pharmacological activity profile of Crataegus oxyacantha
L. (Hawthorn) - a cardiotonic herb. Curr Med Chem 25(37):4381-4393 https://doi.org/10.217
4/0929867323666160919095519.

49



ZBORNIK RADOVA
SA SIMPOZIJA MAGISTARA FARMACIJE TUZLANSKOG KANTONA

DVANAESTI SIMPOZI]

18. Sagaradze VA, Drobyazina TB, Bobrov AA, Chikina MN (2019) Study of the variability of
rutin, vitexin, hyperoside, quercetin in ‘Crataegi folium cum flore’ of hawthorn (Crataegus L.)
species from Russian flora. J Appl Res Med Aromat Plants 15:100217 https://doi.org/10.1016/].
jarmap.2019.100217.

19. Singleton VL, Orthofer R, Lamuela-Raventdos RM (1999) Analysis of total phenols and other
oxidation substrates and antioxidants by means of Folin-Ciocalteu reagent. Methods Enzymol
299:152-178 https://doi.org/10.1016/S0076-6879(99)99017-1.

20. Woerdenbag HJ, Koek SM, van Ufford HCQ, Pras N (2024) Analysis of adverse reactions
associated with the use of Crataegus-containing herbal products. Pharmaceuticals 17(11):1490
https://doi.org/10.3390/ph17111490.

21. XuBJ, Chang SKC (2007) A comparative study on phenolic profiles and antioxidant activities
of legumes as affected by extraction solvents. J Food Sci 72(2):S159-S166 https://doi.
org/10.1111/5.1750-3841.2006.00260.x.

50



ZBORNIK RADOVA
SA SIMPOZIJA MAGISTARA FARMACIJE TUZLANSKOG KANTONA
DVANAESTI SIMPOZI]

KVALITET ZRAKA U VRTICIMA U GRADU TUZLA, BOSNA I HERCEGOVINA

Selma Azabagic¢', Nadina Mokayes', Sandra Osmanbegovi¢'

Zavod za javno zdravstvo Tuzanskog kantona, Tuzlanskog odreda 6, 75000 Tuzla, Bosna i
Hercegovina

Izvorni znanstveni rad
SAZETAK

Kvalitet zraka unutrasnjeg prostora predstavlja jednu od glavnih prijetnji okolisa po zdravlje ljudi.
Cilj ovog rada je bio utvrditi kvalitet zraka unutraSnjeg prostora u javnim vrti¢ima na podruc¢ju grada
Tuzla, Tuzlanski kanton, Bosna i Hercegovina. Ovo istrazivanje je ukljucilo mjerenje kvaliteta zraka
pomoc¢u mobilnog mjernog uredaja Trotec BQ 30 i uredaja Trotec BQ 16 u 13 vrti¢a u Tuzlanskom
kantonu, BiH u januaru 2025.godine. Mjereni su polutanti u prostorijama vrti¢a: koncentracije
formaldehida (HCHO), ukupnih isparljivih organskih spojeva — benzen, trihloretan, toluen, etil-
benzen i ksilen (TVOCs — Total Volatile Organic Compounds), lebde¢ih ¢estica PMio i PMz,s, ugljen-
dioksida (CO-) te temperatura i vlaznost. IzvrSeno je mjerenje u dvije prostorije, tokom perioda od
tri sata, pri ¢emu je svakog sata obavljeno jedno mjerenje svih zagadivaca. Za interpretaciju rezultata
koriSteni su standardi za kvalitet zraka Svjetske zdravstvene organizacije Vodic za kvalitet zraka,
2005 1 Vodic za unutrasnji kvalitet zraka selektiranih polutanata, 2010, te Uredbe o hemikalijama
Evropske unije (propisi EU-a o hemikalijama, prehrambenim aditivima, oznacavanju i razvrstavanju
tvari i Njemackog saveznog ureda za okolis).

Rezultati mjerenja su pokazali da su u osam vrti¢a izmjerene prosje¢ne koncentracije PMio bile iznad
standarda SZO, s izmjerenim vrijednostima od 18 pg/m? (najniza) do 374 pg/m? (najvisa). Izmjerene
prosjecne koncentracije PMz,s bile su u okviru referentnih vrijednosti samo u dva vrti¢a, s izmjerenim
vrijednostima od 12 pg/m? (najniza) do 197 ug/m? (najvisa). Izmjerene prosjecne koncentracije CO:
bile su iznad referentnih vrijednosti u svim vrti¢ima. Izmjerene prosjecne koncentracije HCHO bile
su iznad referentnih vrijednosti u Cetiri vrtica, s izmjerenim vrijednostima od 0,02 mg/m? (najniza)
do 0,27 mg/m® (najvisa). Izmjerene prosjeéne koncentracije TVOC bile su u svim vrti¢ima u
nivou referentnih vrijednosti. Rezultati istrazivanja podsticu sticanje uvida i ocjenu kvaliteta zraka
zatvorenog prostora kao osnovu za donosenje i provodenje relevantnih preventivnih mjera. Pozeljno
bi bilo obaviti mjerenja u svim privatnim i javnim vrti¢cima Tuzlanskog kantona, Bosna i Hercegovina.

Kljucne rijeci: vrtic, kvalitet unutrasnjeg zraka, zdravlje, predskolarci

Autor za korespondenciju: Selma Azabagi¢
Email: selma.azabagic@zjztk.ba
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AIR QUALITY IN KINDERGARTENS IN TUZLA CANTON, BOSNIA AND
HERZEGOVINA

Selma Azabagi¢', Nadina Mokayes', Sandra Osmanbegovi¢'

'Institute of Public Health of Tuzla Canton, Tuzlanskog Odreda 6, 75000 Tuzla,
Bosnia and Herzegovina

Original scientific paper
ABSTRACT

Indoor air quality represents one of the major environmental threats to human health. The aim of
this study was to assess indoor air quality in public kindergartens in the city of Tuzla, Tuzla Canton,
Bosnia and Herzegovina. This study included air quality measurements using mobile devices Trotec
BQ 30 and Trotec BQ 16 in thirteen kindergartens in Tuzla Canton, Bosnia and Herzegovina, in
January 2025. The measured indoor pollutants included formaldehyde (HCHO), total volatile organic
compounds — benzene, trichloroethane, toluene, ethylbenzene, and xylene (TVOCs — Total Volatile
Organic Compounds), particulate matter PMio and PM..s, carbon dioxide (CO-), as well as temperature
and humidity. Measurements were performed in two rooms during a three-hour period, with one set of
measurements conducted each hour for all pollutants. For the interpretation of results, the air quality
standards of the World Health Organization (4ir Quality Guidelines, 2005 and WHO Guidelines for
Indoor Air Quality: Selected Pollutants, 2010) were used, along with the European Union regulations
on chemicals (EU legislation on chemicals, food additives, classification and labeling of substances),
and the guidelines of the German Federal Environment Agency.

The results showed that in eight kindergartens the average concentrations of PMio exceeded WHO
standards, with measured values ranging from 18 pg/m? (lowest) to 374 ng/m?® (highest). Average
concentrations of PM..s were within the reference values in only two kindergartens, ranging from
12 pg/m® (lowest) to 197 ng/m?® (highest). Average concentrations of CO. exceeded reference
values in all kindergartens. Average concentrations of HCHO were above reference values in four
kindergartens, with measured values ranging from 0.02 mg/m? (lowest) to 0.27 mg/m? (highest). In
contrast, average concentrations of TVOCs were within the reference values in all kindergartens. The
results of this study provide assessment and insight into indoor air quality, serving as a foundation
for the development and implementation of relevant preventive measures. It would be advisable to
conduct air quality measurements in all private and public kindergartens across Tuzla Canton, Bosnia
and Herzegovina.

Keywords: kindergarten, indoor air quality, health, preschool children.
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UvVOD

Zivotna sredina je vazan izvor izloZenosti ljudi zagadenom zraku, buci i opasnim hemikalijama
koje negativno uticu na zdravlje. Zagadeni zrak predstavlja najveci pojedinacni rizik za zdravlje
iz okoliSa koji je povezan sa sr¢anim bolestima, mozdanim udarom i karcinomom pluc¢a. U Bosni
i Hercegovini zagadeni zrak uzrokuje vise od 3.000 prijevremenih smrti prema podacima Svjetske
zdravstvene organizacije (World Bank, 2019). Zagadenje zivotne sredine u 2019.godini bilo je
odgovorno za otprilike 9 miliona smrtnih slucajeva godiSnje, Sto odgovara jednom od 6 smrtnih
sluc¢ajeva Sirom svijeta (Fuller i sar. 2022). Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) procjenjuje da
svaki dan oko 93% djece u svijetu mlade od 15 godina udiSe zrak koji je toliko zagaden da ozbiljno
ugrozava njihovo zdravlje i razvoj. Nedavna studija koju je proveo Harvard Gazette utvrdila je
jasnu vezu izmedu manjih ¢estica PMa,s , koje se mogu apsorbirati u krvotok i demencije. To stvara
potencijal za kratkoro¢no kognitivno opadanje i zdravstvene implikacije na razini populacije s vise
od 57 miliona ljudi Sirom svijeta koji trenutno zive s tim stanjem. Na podrucju Tuzlanskog kantona
radeno je istrazivanje u dva grada, Tuzla i Lukavac, koje je pokazalo da je ambijentalno zagadenje
PM,,s Cesticama odgovorno za 16,20% smrtnosti u Tuzli i 22,77% u Lukavcu od svih uzroka medu
odraslima. Ova studija je pokazala da, ako bi se zagadenje PM2,s smanjilo na smjernice SZO od
10 pg/m?, povecao bi se zivotni vijek za 2,1 godinu u Tuzli i 2,4 godine u Lukavcu (Matkovi¢ i
sar. 2020). Posebnu opasnost predstavlja zagadenje zraka unutrasnjeg prostora u kojem provodimo
vecinu svog zivotnog vijeka. Izazov javnog zdravlja posljednjih godina je kvalitet zraka zatvorenog
prostora u predSkolskim ustanovama. Glavni zra¢ni polutanti su lebdece ¢estice (PM, ;1 PM, ), ozon,
dusik dioksid, sumpor dioksid i ugljen monoksid. Kvalitet zraka u vrticu je bitna odrednica zdravog
zivota i dobrobiti predskolske djece. Predskolska djeca su osjetljiva skupina zbog nezrelosti njihovog
disajnog, imunoloskog, reproduktivnog, nervnog i probavnog sistema. Oko 80% svog vremena djeca
predskolskog uzrasta provode u unutrasnjem prostoru (vrti¢i, kuce, stambeni objekti). Sve ustanove
u kojima borave djeca trebaju biti prostori koji obezbjeduju kvalitet zraka koji je siguran za zdravlje.
Kvalitet zraka zatvorenog prostora ovisi o kvalitetu vanjskog zraka ali i od koncentracija polutanata
iz unutrasnjosti samog objekta. Koncentracije polutanata vanjskog zraka u unutras$njosti objekta
direktno zavise od njihovih koncentracija u samom vanjskom zraku. Cestice PM, ; su glavni izvor
zagadenja vanjskog zraka u Bosni i Hercegovini a izvor su im kué¢na lozista, termoelektrane, industrija,
saobracaj, poljoprivreda i otpad. Ljudi provode veci dio vremena u zatvorenom nego na otvorenom
prostoru §to znaci da su izlozeniji zagadenju zbog PM cestica zatvorenog vise od istog polutanta
otvorenog prostora. PM cestice zatvorenog prostora imaju dokazano izuzetno lo§ efekat na pluca
(Isiugo i sar. 2019). PM cestice imaju Stetne efekte na akutne 1 hroni¢ne bolesti kod djece (Mainka i
Zak. 2022). Dugotrajnim izlaganjem PM,; i PM, Cesticama povecava se rizik za kardiovaskularne
i respiratorne bolesti. Cestice PM, ; predstavljaju posebnu opasnost jer zbog svog malog promjera
mogu dospjeti u pluéne alveole. Djeca koja udiSu dim imaju vecu Sansu da razviju astmu i da osjete
ceSce 1 teze napade astme. Egzacerbaciju astme kod djece kao posljedicu neadekvatnog kvaliteta
zraka unutrasnjeg prostora potvrdila su mnoga istrazivanja. PoviSene koncentracije ugljen dioksida
(CO,) uti¢u na poremecaje ventilacije pluca (Buculei i sar. 2022). Policikli¢ki aromatski ugljovodonici
(PAH) su klasa slozenih organskih supstanci, koje se sastoje od atoma ugljika i vodika koji sadrze
najmanje dva benzenska prstena. PAH se nalaze svuda u zivotnoj sredini, odnosno u vazduhu, vodi
i thu (ukljucujuéi sedimente), jer koriste atmosferu kao sredstvo za dispenzaciju. Kao takvi mogu se
na¢i u sedimentima katrana i uglja, ali mogu nastati i nepotpunim sagorijevanjem organske tvari,
na primjer, Sumski pozari, spaljivanje i motori. Poznato je da PAH spojevi kao $to su fluoranten,
benzopiren, antracen i acenaftilen mogu proizvesti toksi¢ne, mutagene i kancerogene efekte, Sto je
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vazan faktor rizika za respiratorna oboljenja, kao Sto je rak pluc¢a. Uloga zagadenog zraka je i u
povecanju slucajeva neurodegenerativnih poremecaja kod djece kao Sto su anksioznost i depresija
(Yang i sar. 2022). Posljedice po zdravlje od zagadenog unutrasnjeg zraka uzrokuju razlicite nelagode
od glavobolje, vrtoglavice, mucnine, iritacija grla, ociju, nosa do lupanja srca, pogorsanja astme i
drugih respiratornih bolesti. Zrak koji je previse vlazan dovodi do kondenzacije, neugodnog mirisa
i plijesni. Zagadeni zrak u zatvorenom prostoru ima veci negativni uticaj na djecu, starije osobe i
bolesnike sa hroni¢nim bolestima krvnozilnog sistema. Pored loSeg uticaja na respiratorni sistem
radene su studije koje su pokazale vezu izmedu gojaznosti i loseg zraka u unutraSnjem prostoru (Zhu
isar. 2023). Izlozenost zagadenom zraku u domacinstvu gotovo udvostrucuje rizik od infekcija donjih
respiratornih puteva u djetinjstvu i odgovorna je za povecan rizik od nezaraznih bolesti, ukljucujuéi
mozdani udar, ishemijsku bolest srca, hroni¢nu opstruktivnu bolest plu¢a i rak pluca (Yu i sar. 2023).
Zrak u zatvorenom prostoru moze da sadrzi u praSini i endokrine ometace koji imaju negativni
uticaj na zdravlje djece (Zheng i sar. 2023). Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA) ukazuje
da je opterecenje tijela PBDE (polibromirani difenil eteri) povezano sa Stetnim reproduktivnim i
neurobihejvioralnim efektima, posebno za organizam u razvoju kakav je djeciji. U Kini je radeno
istrazivanje koje povezuje dugoro¢nu izlozenost PM Cesticama i pojavu ranog puberteta kod djevojcica
(Zhou i sar. 2025).

CILJ RADA

Ova studija je postavljena sa ciljem da se utvrdi kvalitet zraka zatvorenog prostora u javnim vrti¢ima
na podrucju grada Tuzla, Tuzlanski kanton, Bosna i Hercegovina.

METODE

Istrazivanje je ukljudilo mjerenje kvaliteta zraka pomocu mobilnog mjernog uredaja njemackog
proizvodaca Trotec BQ 30 - uredaj za mjerenje lebdecih Cestica (PM, 1 PM, ), ugljen dioksida
(CO,), temperature (T) i relativne vlaZnosti (R) u zraku u zatvorenom prostoru, te uredaja njemackog
proizvodaca Trotec BQ 16 - uredaj za mjerenje koncentracije formaldehida (HCHO), ukupnih
isparljivih organskih spojeva - benzen, trihloretan, toluen, etil-benzen i ksilen (TVOC- Total Volatile
Organic Compounds) u zraku u zatvorenom prostoru, u 13 vrtica u Tuzlanskom kantonu, BiH u
januaru 2025 godine. Mjera¢ Trotec BQ 30 je prenosivi uredaj za pracenje kvaliteta zraka koji radi
tako Sto mjeri fine Cestice 1 ugljen dioksid pomocu infracrvenog senzora (NDIR - non disperzive
infrared), a temperaturu i vlaznost pomocu digitalnog senzora. Rezultati su jasno prikazani na ekranu
i to lebdece Cestice PM,  u pg/m’ , lebdece Cestice PM, ;u pg/m’ , ugljen dioksid u ppm, temperatura
u °C te relativna vlaznosti u %. Mjera¢ Trotec BQ 16 je prenosivi uredaj za mjerenje koncentracije
formaldehida (HCHO), ukupnih isparljivih organskih spojeva - benzen, trihloretan, toluen, etil-benzen
i ksilen (TVOC- Total Volatile Organic Compounds) u zraku u zatvorenom prostoru koji detektuje
koncentracije od 0,01 ppm (ili mg/m?). Prikazuje rezultate u realnom vremenu i to istovremeno i za
formaldehid i za isparljive organske spojeve. Koristenje je jednostavno Sto podrazumjeva da nakon
ukljucivanja automatski po€inje mjerenje i rezultati se o¢itavaju na LCD ekranu dvostrukog prikaza,
jedan za formaldehid, a drugi za isparljive organske spojeve. Uredaji su postavljeni na odabranom
prostoru odnosno mjerenje je obavljeno u dvije prostorije (prostorija za dnevni boravak i trpezarija)
u trajanju od tri sata i to u svakom satu po jedno mjerenje svakog zracnog polutanta, nakon cega
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je izraunata prosjecna vrijednost za svaki polutant. Uredaj Trotec BQ 30 je postavljen u nivou
djecije glave, a uredaj Trotec BQ 16 na najviSu poziciju u prostoriji po uputstvu proizvodaca. Za
interpretaciju rezultata koriSteni su standardi za kvalitet zraka Svjetske zdravstvene organizacije
,»Vodi¢ za kvalitet zraka, 2005 i1 ,,Vodi¢ za unutrasnji kvalitet zraka selektiranih polutanata, 2010%,
te Uredbe o hemikalijama Evropske Unije (Propisi EU-a o hemikalijama, prehrambenim aditivima,
oznacavanju i razvrstavanju tvari i Njemackog saveznog ureda za okolis (WHO, 2005).

Koncentracije PM cestica u zraku zatvorenog prostora sa prosje¢nim vrijednostima do 50 ug/m® za
,1do 25 pg/m’ za PM, _su koriStene kao referentne vrijednosti za dobar kvalitet zraka zatvorenog
prostora (prosjecne godlsnje koncentracije) (WHO, 2021).

Medutim, posto nije moguce odrediti koncentracijski prag ispod kojeg koncentracija Cestica u okolisu
nema uticaja na zdravlje ljudi, preporuka SZO je da koncentracije svih Cestica, a posebno PM, |
Cestica u prostorijama trebaju biti §to je moguce nize.

Podatke za PM  Cestice smo prikazali pomoc¢u EPA (Environment Protection Authority Victoria)
AirWatch kategorija kvaliteta zraka (EPA Air Watch, 2025). Uporedili smo podatke o PM,  sa
nacionalnim standardima kvaliteta zraka. Oni su ugradeni u drzavnu politiku zastite okolisa (kvalitet

ambijentalnog zraka) s izuzetkom godiSnjeg standarda za PM, , koji je stroziji te iznosi za PM,, 20

ug/m? .
Tabela 1. Kategorije kvaliteta zraka PM, , Cestica u zraku zatvorenog prostora
(EPA Air Watch, 2025)
Kvalitet zraka Prosjecna satna koncentracija PM  pg/m?
Umjeren <40
Dobar 40-80
Los 80-120
Veoma lo$ 120-300
[zuzetno los > 300

* Zbog nepostojanja nacionalnih standarda za satne vrijednosti za polutant PM,, koriStene su
referentne vrijednosti prema sistemu EPA AirWatch (Environment Protection Authority Victoria,
Australija), koji koristi satne prosjeke koncentracija za procjenu kvaliteta zraka (za satne vrijednosti
smo koristili vrijednost preko 80 pg/m® kao pokazatelj loseg kvaliteta zraka).

Podatke za PM,  Cestice smo prikazali pomo¢u EPA (Enviroment Protection Authority Vlctorla)
AirWatch kategorlja kvaliteta zraka (EPA Air Watch, 2025). Uporedili smo podatke o PM,
nacionalnim standardima kvaliteta zraka. Oni su ugradeni u drzavnu politiku zastite okolisa (kvalltet
ambijentalnog zraka). Trenutno ne postoji nacionalni standard za jednosatni prosjek PM, ..
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Tabela 2. Kategorije kvaliteta zraka PM, , Cestica u zraku zatvorenog prostora
(EPA Air Watch, 2025)

Kvalitet zraka Prosjecna satna koncentracija PM, ; ng/m?
Dobar <25

Umjeren 25-50

Los 50-100

Veoma lo§ 100-300

Izuzetno lo§ >300

* Zbog nepostojanja nacionalnih standarda za satne vrijednosti za polutant PM, ., koriStene su
referentne vrijednosti prema sistemu EPA AirWatch (Environment Protection Authority Victoria,
Australija), koji koristi satne prosjeke koncentracija za procjenu kvaliteta zraka (vrijednost iznad 50

ug/m? je koriSteni triger za ‘losu’ kategoriju kvaliteta zraka).

Koncentracije ugljen dioksida u rasponu od 0-800 ppm u zraku zatvorenog prostora koriStene su
kao referentne vrijednosti za dobar kvalitet zraka zatvorenog prostora, koncentracije CO, od 800 do
1500 ppm su pokazatelj slabijeg kvaliteta zraka, dok su koncentracije CO, vece od 1500 ppm u zraku
zatvorenog prostora pokazatelj loSeg kvaliteta zraka (German Federal Environmental Agency, 2024).
Podaci prikazani u tabeli 3.

Tabela 3. Koncentracije ugljen dioksida (CO2) u zraku zatvorenog prostora
(German Federal Environmental Agency, 2024)

Kategorija kvaliteta zraka Koncentracija CO, ppm
Dobar <800

Los 800-1500

Veoma lo§ > 1500

Za intrepretaciju rezultata mjerenja vlaznosti zraka koriStena je referentna vrijednost za optimalnu
relativnu vlaznost zraka od 40-60% (u zimskom period do 70%), a za donju grani¢nu vrijednost ispod
koje postotak vlage u zraku ne smije pasti 30% (Sl.list FBiH, 2021).

Temperatura zraka od 21-24°C (zavisno od namjene prostorije) koriStena je kao referentna vrijednost
za optimalnu temperaturu zraka u prostorijama u kojima borave djeca predskolskog uzrasta (Sl.list
FBiH, 2021).

Koncentracija formaldehida manja od 0,1 mg/m*® u zraku zatvorenog prostora koriStena je kao
referentna vrijednost za dobar kvalitet zraka zatvorenog prostora za formaldehid (World Health
Organization (2010). Prema istrazivanjima koje je provela Svjetska zdravstvena organizacija,
koncentracija formaldehida u zraku zatvorenog prostora do 0,125 mg/m® ne izaziva Stetan uticaj na
zdravlje, ¢ak i kod najosjetljivije populacije.
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Koncentracija ukupnih hlapljivih organskih spojeva manja od 0,2 mg/m* u zraku je koristena kao
referentna vrijednost za odli¢an kvalitet zraka (German Federal Environmental Agency, 2024). Podaci
prikazani u tabeli 4.

Tabela 4. Koncentracije ukupnih isparljivih spojeva u zraku zatvorenog prostora
(German Federal Environmental Agency, 2024)

Kategorija kvaliteta zraka Koncentracija TVOC
mg/m’

Odli¢an <0,2

Dobar 0,2-0,5

Dobar, kod osjetljivih moze dovesti do iritacije sluznice oka, 0,5-1

zdrijela 1 nosa

Slabiji kvalitet zraka, moguca iritacija sluznice oka, zdrijela i 1-3

nosa

Los 3-10

Izuzetno los >10
REZULTATI

Istrazivanje je provedeno u 13 vrti¢a na podru¢ju grada Tuzla u kojima su izmjerene vrijednosti
zratnih polutanata pomoc¢u mobilnog mjeraca Trotec BQ 30 za Cestice PM, 1 PM, , CO,, temperaturu
1 vlaznost te mobilnog mjeraca Trotec BQ 16 za koncentracije formaldehida (HCHO), ukupnih
isparljivih organskih spojeva - benzen, trihloretan, toluen, etil-benzen i ksilen (TVOC- Total Volatile
Organic Compounds). Mjerenje je obavljeno u dvije prostorije svakog vrti¢a (soba za boravak djece
1 trpezarija). Podaci su prikazani grupno za pojedine zracne polutante u tabeli 5.

Tabela 5. Prosjecne vrijednosti parametara mikroklimatskih mjerenja

D Prosjecne vrijednosti parametara mikroklimatkih mjerenja
atum . . . ..
mierenja Naziv vitiéa | Naziv prostorije PM10 PM2.5 CO, | Temperatura | Vlaznost | HCHO TVOC
(ng/m3) | (ug/m3) [ (ppm) (°C) (%) (mg/m’) | (mg/m’)
. . Soba za boravak 73 44 1356 23,5 40,9 0,08 0,84
20.01.2025 | Vrti¢ Bambi
Trpezarija 140 74 1268 22,06 37,6 0,15 0,86
Soba za boravak 102 59 1526 24,03 37,1 0,1 0,76
21.01.2025 | Vrti¢ Ciciban
Trpezarija 118 93 1554 27 38 0,16 0,84
Soba za boravak 326 191 1294 24,2 359 0,14 0,34
22.01.2025 | Vrti¢ Jelenko
Trpezarija 374 197 923 22,8 36,3 0,11 0,85
Soba za boravak 105 66 1951 24,4 42,8 0,26 0,53
23.01.2025 | Vrti¢ Kolibri
Trpezarija 141 83 1324 22,8 49,5 0,27 0,71
Vrtié Soba za boravak 40 20 1165 26,93 50,2 0,04 0,71
24.01.2025 Lastavi
astavica Trpezarija 17 13 763 24 40,6 0,03 0,29
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Soba za boravak 76 48 793 22,6 41,4 0,08 0,86
27.01.2025 | Vrti¢ Péelica
Trpezarija 76 50 813 23 37,5 0,06 0,84
Vrtié Soba za boravak 18 14 1485 25,4 49 0,11 0,82
28.01.2025 Polet
oletarac Trpezarija 21 12 1401 243 48,5 0,096 0,76
Vrtié Soba za boravak 49 39 978 22,9 41,5 0,2 0,63
29.01.2025 | o o
njeguljica Trpezarija 70 44 1034 23,4 39,8 0,11 0,73
Soba za boravak 65 42 1253 248 44,7 0,1 0,86
30.01.2025 | Vrti¢ Sungica
Trpezarija 85 55 987 26,1 37,3 0,1 0,81
Soba za boravak 114 65 1013 229 39,3 0,03 0,51
31.01.2025 | Vrtié Zeko
Trpezarija 132 68 796 23,3 38,6 0,07 0,87
Vrtié Soba za boravak 141 82 1176 23,5 44,5 0,2 0,87
03.022025 | . .
vjezdica Trpezarija 162 90 1126 23,9 45,8 0,23 0,71
Vrtié Soba za boravak 59 41 1088 21,2 34,6 0,05 0,77
04.02.2025 Zvont
voncica Trpezarija 151 101 822 21,13 32 0,02 0,76
Vrtié Soba za boravak 112 62 1394 23,6 37,2 0,08 0,83
05022025 | o -
ubamara Trpezarija 78 53 1169 24,9 33,5 0,12 0,82

Prosje¢na koncentracija estica PM, ; se kretala od 12 pg/m’ (najniza) vrti¢ Poletarac do 197 pg/m’
(najvisa) vrti¢ Jelenko. Prema standardima SZO u vrti¢u ,,Poletarac* koncentracije PM, ; Cestica su
bile u okviru referentnih vrijednosti za dobar kvalitet zraka, dok su u vrti¢u ,,Jelenko* koncentracije
bile iznad referentnih vrijednosti ovog polutanta za dobar kvalitet zraka. Izmjerena prosjecna
koncentracija Cestica CO, je u svim pregledanim vrti¢ima bila u rangu slabijeg kvaliteta zraka od 800
do 1500 ppm, s tim da je u jednom prekoracila rang dozvoljenih 1500 ppm odnosno kretala u rasponu
od 793 ppm (najniza - vrti¢ P¢elica) do 1951 ppm (najvisa - vrti¢ Kolibri).

U prostorijama vrti¢a prosje¢na koncentracija formaldehida se kretala od 0,02 mg/m* u vrti¢u
»Zvoncica“ (najniza) §to je u okviru referentnih vrijednosti za odli¢an kvalitet zraka, dok je
koncentracija od 0,27 mg/m’ (najvi$a) izmjerena u vrticu ,,Kolibri®, $to nije u okviru referntnih
vrijednosti za dobar kvalitet zraka, odnosno u devet vrtic¢a je bila u okviru referentnih vrijednosti za
dobar kvalitet zraka dok su u 4 vrti¢a vrijednosti bile u koncentracijama za koje postoji moguénost da
kod osjetljive populacije izazovu iritacije sluznica oka, nosa i zdrijela.

Prosjec¢ne koncentracije ukupnih hlapljivih organskih spojeva su iznosile od 0,29 mg/m® (najniza)
u vrti¢u ,,Lastavica“ do 0,87 mg/m® (najvisa) u vrti¢u ,,Zvjezdica®, §to predstavlja koncentracije u
okviru referentnih vrijednosti za dobar kvalitet zraka, ali kod osjetljivih bi mogla izazvati iritacije.

U prostorijama vrtica temperatura se kretala u okviru optimalnih vrijednosti odnosno od 21°C
(najniza) u vrti¢u ,,Zvoncica“, dok je jedino u vrti¢u ,,Ciciban“ (najvisa) izmjerena temperatura od 27
°C, bila iznad referentnih vrijednosti za povoljnu klimu unutar zatvorenog prostora.

Sto se ti¢e vlaznosti u vrti¢u ,,Zvoncica“ je izmjerena najniza vrijednosti od 32%, §to nije u okviru

referentnih vrijednosti, dok je u ostalih 12 vrti¢a bila u okviru referentnih vrijednosti za povoljnu
mikroklimu.
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DISKUSIJA

Ljudsko zdravlje 1 dobrobit ljudi usko su povezani sa stanjem okoli$a. Pravo na zdrav zrak u radnom
1 Zivotnom okruZenju je jedno od osnovnih ljudskih prava. Vrtiéi su radne sredine za djecu koja u
njima borave stoga je vazno osigurati kvalitetan zrak u smislu ocuvanja zdravlja. Nedostatak kontrole
kvaliteta zraka u vrti¢ima moze dovesti do ozbiljnih zdravstvenih problema tako da je monitoring
kvaliteta zraka u vrti¢ima najbolji nacin prevencije bolesti. Postoji mnostvo studija koje su se bavile
ispitivanjem kvaliteta unutra$njeg zraka na zdravlje djece ali ne i Skolskom i predskolskom okruzenju
posebno u nasem regionu sem Slovenije i Srbije (Bozzola i sar. 2024). U dva vrti¢a prosjec¢na
koncentracija Cestica PM, , je bila u okviru referentnih vrijednosti Sto se moze povezati sa ¢injenicom
da je nije bilo epizoda aecrozagadenja.

Prosjecna koncentracija Cestica PM je u istrazivanju u Var$avi je bila povisena iznad standardnih
preporuka ali je istrazivanje uklju¢ilo i koriStenje ventilacije koje je bilo poredeno sa datim
vrijednostima lebdec¢ih Cestica. U Srbiji su rezultati sli¢ni naSim odnosno prosje¢ne koncentracije
PM,  Cestica u zatvorenom prostoru su bile 70.63 pg/m’ sa najnizim vrijednostima od 32 pg/m’ do
naJV151h koje su iznosile 103.14 ug/m’. Prosjecne koncentracije PM, . Cestica u zatvorenom prostoru
su bile maksimalne od 58 pug/m* do minimalnih od 26,88 pg/m? (J ovan0V1c isar. 2014).

Kvalitet zraka u vrti¢ima u Portugalu je pokazao povisene koncentracije sljedecih polutanata: TVOC,
CO, O, i CO, (Oliviera i sar. 2017). Sli¢na istraZivanja su radena u osnovnim, srednjim Skolama i
vrti¢ima u Koreji sa fokusom na predskolski uzrast djece koja i provode najveéi broj sati u zatvorenom
prostoru pri ¢emu su vrijednosti mjerenih parametara bile povisene (Yoon i sar. 2011). Nasa
istrazivanja su pokazala da su prosjec¢ne vrijednosti isparljivih organskih polutanata bile u rangu onih
koji kod osjetljive populacije mogu uzrokovati nadrazuju¢e simptome gornjeg respiratornog trakta.
Losa ventilacija moze da poveca broj PM cestica za 100 puta iznad preporucenih vrijednosti i time da
pogorsa respiratorne bolesti kao §to su astma, alergija, sindrom bolesne zgrade (Qiu i sar. 2022). Stetni
zdravstveni efekti PM,  u zatvorenom prostoru zna¢ajno su pod uticajem njegovog elementarnog
sastava (posebno tesklh metala). U studiji u Kini procijenjen je kancerogeni i nekancerogene rizik
kod 507 petogodisnjaka mjerenjem nivoa frakcionog izdahnutog Zeljeznog azotnog oksida (FeNO),
neinvazivnog biomarkera respiratornih simptoma. Procjene zdravstvenog rizika otkrile su da Cr i
Mn imaju koeficijent opasnosti > 1, §to ukazuje da predstavljaju nekancerogeni rizik u podrucju
istrazivanja, S$to naglaSava vaznost vr$enja monitoringa lebdecih Cestica u vrti¢ima sa fokusom na
pracenje i sastava samih Cestica u sljede¢im studijama (Cheng i sar. 2024). Koncentracije CO, su
bile poviSene u svim vrti¢ima iznad 800 mg/m?* §to smo normirali kao slabiji kvalitet zraka, a rezultat
je sliCan sa istrazivanjem radenim u Slovackoj gdje u jutarnjim satima u zimskom mjesecu CO, bio
povecan (Stiborova i sar. 2023). CO, kao indikator kvaliteta zraka u zatvorenom prostoru moze da
bude povisen kao rezultat i fizicke aktivnosti djece a najjednostavnije je reguliSe obi¢nom prirodnom
ventilacijom. Temperatura prostorije i vlaznost zraka su fundamentalni parametri mikroklime koji
mogu uticati na kvalitet unutrasnjeg zraka u smislu stvaranja povoljne sredine za razvoj bakterija i
gljivica u zraku (Vardoulakis i sar. 2020). Osoba se najbolje osje¢a u rangu temperature izmedu 20 °C
do 22 °C i relativne vlaznosti 40° - 60 ° (Stiborova i sar. 2023). U naSem istrazivanju temperatura je
bila u rasponu od 21,2 °C — 26,9 °C dok je vlaznost bila u jednom vrti¢u niza i iznosila je 32%.
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ZAKLJUCAK

Rezultati istrazivanja podsticu sticanje uvida i monitoring kvaliteta zraka zatvorenog prostora kao
osnovu za donoSenje i provodenje relevantnih preventivnih mjera. Mjerenjem koncentracija zra¢nih
polutanata zatvorenog prostora mozemo pravovremeno zastititi svoje zdravlje. Pozeljno bi bilo
obaviti mjerenja u svim privatnim i javnim vrti¢ima Tuzlanskog kantona.
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ANTIOKSIDATIVNI POTENCIJAL EKSTRAKTA KORE PLODA NARA U
TERAPIJI HIPERPIGMENTACIJE
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Pregledni rad
SAZETAK

Poremecaji pigmentacije koze sve su ¢eS¢i estetski problem. Trenutno su biljni ekstrakti i njihovi
sekundarni metaboliti predmet intenzivnog istrazivanja u cilju pronalazenja Sto efikasnijeg nacina
lijeCenja. Kora plodanara (Pericarpium Granati) se nerijetko svrstavau bioloski otpad, medutim bogata
je mnogobrojnim bioaktivnim komponentama koje potencijalno mogu biti znacajne u farmakoterapiji
hiperpigmentacija ali i mnogih drugih patoloskih stanja. Shodno dosadas$njim istrazivanjima poznato
je da je kora ploda nara izuzetan rezervoar antioksidanasa, polifenola, dijetalnih vlakana i vitamina.
Zahvaljuju¢i velikoj zastupljenosti inhibitora karboanhidraze dokazano je da kora ploda nara ima
antikancerogeno, antimikrobno, antiinflamatorno, regenerativno i antimutageno dejstvo. Elaginska
kiselina, galna kiselina, elagitanin, punikalin i punikalagin predstavljaju fenolna jedinjena prisutna
u kori ploda nara te pokazuju znacajne antioksidativne efekte. Primjena ekstrakta kore ploda nara
u formulacijama za tretman hiperpigmentacije opravdava se prisustvom elaginske kiseline koja
predstavlja najpotentnije polifenolno jedinjenje. Mehanizmi putem kojih elaginska kiselina ostvaruje
svoje djelovanje obuhvataju inhibiciju melanogeneze, indukciju autofagije i smanjenje produkcije
melanina. Takoder, smanjuje proizvodnju reaktivnih kiseoni¢nih vrstau UVA ozra¢enim keratinocitima
aktiviraju¢i razlicite antioksidativne puteve. Ovaj rad temelji se na istrazivanju antioksidativnih
potencijala sastojaka ekstrakta kore ploda nara kao moguceg sastojka polucvrstih formulacija za
farmakoterapiju hiperpigmentacija.

Kljucéne rijeli: ekstrakt kore ploda nara, hiperpigmentacija, antioksidativni efekat, polifenolne

komponente, elaginska kiselina
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ANTIOXIDANT POTENTIAL OF POMEGRANATE PEEL EXTRACT IN
HYPERPIGMENTATION THERAPY
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Review paper
ABSTRACT

Skin pigmentation disorders are an increasingly common aesthetic problem. Currently, plant extracts
and their secondary metabolites are the subject of intensive research to find the most effective way
of treatment. Pomegranate peel (Pericarpium Granati) is often classified as biological waste, but it
is rich in numerous bioactive components that can potentially be significant in the pharmacotherapy
of hyperpigmentation and many other pathological conditions. Based on previous research, it is
known that pomegranate peel is an exceptional reservoir of antioxidants, polyphenols, dietary fiber
and vitamins. Thanks to the large presence of carbonic anhydrase inhibitors, it has been proven that
pomegranate peel has anticancer, antimicrobial, antiinflammatory, regenerative and antimutagenic
effects. Ellagic acid, gallic acid, ellagitanin, punicalin and punicalagin are phenolic compounds
present in the peel of pomegranate and show significant antioxidant effects. The use of pomegranate
peel extract in formulations to treat hyperpigmentation is justified by the presence of ellagic acid,
which represents the most potent polyphenolic compound. The mechanisms by which ellagic acid
exerts its action include the inhibition of melanogenesis, the induction of autophagy and the reduction
of melanin production. Also, it reduces the production of reactive oxygen species in UVA-irradiated
keratinocytes by activating various antioxidant pathways. This work is based on the research of the
antioxidant potential of the ingredients of pomegranate peel extract as a possible ingredient of semi-
solid formulations for the pharmacotherapy of hyperpigmentation.

Key words: pomegranate peel extract, hyperpigmentation, antioxidant effect, polyphenolic

components, ellagic acid
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UVOD

Koza je najvedi organ u tijelu i ima temeljnu ulogu u ravnotezi vode, regulaciji tjelesne temperature
1 zastiti od stranih agenasa i ultraljubiCastog zracenja. Pigmentni sistem je bitan dio ovih funkcija
1 odgovoran je za varijacije u osobinama boje koze unutar i izmedu populacija. Dvije glavne vrste
stanica Cine epidermis koze: melanociti su celije izvedene iz nervnog grebena koje proizlaze iz
dermalne melanoblastne linije koje migriraju u epidermu tokom embrionalnog razvoja, keratinociti
kontinuirano proliferiraju, migriraju i diferenciraju se prema gornjim slojevima epiderme, formirajuci
pet slojeva ili slojeva: stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum i
stratum corneum. Ovih pet slojeva ima samo u debeloj kozi, dok se u tankoj kozi, koja pokriva veéi dio
ljudskog tijela, stratum lucidum ne opaza (Moreiras i sar., 2021). Melanociti su rasprSeni po bazalnom
sloju i mogu prosiriti dendrite u kontakt sa do 40 keratinocita, formirajuéi “epidermalno-melaninske
jedinice”. Funkcija melanocita je da sintetiziraju pigment melanin, a zatim ga prenose do keratinocita
(Bento-Lopes i sar., 2023). Unutar keratinocita, melanin se akumulira u supranuklearnoj regiji, Stiteci
nuklearni genetski materijal od oSte¢enja izazvanih ultraljubicastog zracenja (Moreiras i sar., 2021).
Postoje dvije vrste melanina: crni/smedi eumelanin i Zuto/crveni feomelanin. Oni se sintetiziraju u
melanocitima unutar melanosoma, koji su organele povezane s lizozomima (LRO), budu¢i da poticu
iz endosoma, sadrze lizozomske markere i kisele su u ranim fazama svoje biogeneze(Bento-Lopes i
sar., 2023). Pigmentacija koze je rezultat tri razlicita procesa:

a) biogeneza melanina i transport unutar melanocita,

b) transfer melanina iz melanocita u keratinocite;

¢) internalizacija i procesiranje melanina od strane keratinocita (Moreiras 1 sar, 2021).

Poremecaji pigmentacije

Poremecaji pigmentacije mogu biti Siroko rasprostranjeni i zahvatiti mnoge dijelove koze, ili mogu biti

lokalizirani i zahvatiti samo odredene dijelove koze. Promjene pigmentacije koje uzrokuju nazivaju se:

1. Depigmentacija je potpuni gubitak pigmenta. KoZa je bijela. Siroko rasprostranjena
depigmentacija javlja se kod vitiliga.

2. Hipopigmentacija je abnormalno niska koli¢ina melanina. Koza je svjetlije boje od
normalne (na primjer, svjetlija nego na podru¢jima koze koja nisu zahvaéena). Siroko
rasprostranjena hipopigmentacija koze javlja se kod albinizma. Hipopigmentacija takoder
moze biti uzrokovana:prethodne povrede koze, kao §to su plikovi, ¢irevi, opekotine, izlaganje
hemikalijama ili infekcija koze, upalna stanja koze koja su zarasla (kao Sto je atopijski
dermatitis ili psorijaza) i rijetka nasljedna stanja.

3. Hiperpigmentacija je obi¢no uzrokovana abnormalno visokom koli¢inom melanina, ali
ponekad je uzrokovana talozenjem drugih pigmentiranih supstanci koje inace nisu prisutne u
kozi. Koza je tamnije boje 1 ponekad je drugacije boje od koze na nezahva¢enim podruc¢jima.
Hiperpigmentacija moze biti uzrokovana:poremecaji koji uzrokuju upalu, lijekovi ili
supstance, izlozenost suncevoj svjetlosti i rak (Shinjite Das, 2024).

Hiperpigmentacija
Najcesc¢i uzrok hiperpigmentacije je izlaganje suncu koje snazno stimulira proizvodnju melanina.

Nedavna studija je pokazala kako rano izlaganje suncu moze pogorsati tamne mrlje, ¢ine¢i ih sli¢nim
melazmi, postinflamatornim i staratkim pjegama. Dva primjera hiperpigmentacije uzrokovane
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hormonskim faktorima su kloazma i melazma. Utvrdeno je da su za ovu bolest, koja preovladuje
kod zena, krivi Zenski polni hormoni estrogen i progesteron, koji pospjesuju stvaranje melanina kada
je tijelo izlozeno suncu. Hormonska nadomjesna terapija ima nezeljeni ucinak hiperpigmentacije
(Thawabteh i sar., 2023).

Zarisna hiperpigmentacija je najée$¢e postinflamatorna, a moZe nastati nakon ozljede (npr.
posjekotine i opekline) ili drugih uzroka upale (npr.akne, lupus). Zarisna linearna hiperpigmentacija
se obi¢no pojavljuje zbog fitofotodermatitisa, fototoksi¢ne reakcije do koje dolazi zbog interakcije
ultraljubiCastog zraCenja i psoralena (posebice furokumarina) u biljkama (npr. u limeti, perSinu,
celeru). Zari$na hiperpigmentacija takoder moZe nastati zbog pojave tumorskih procesa (npr.
lentigines, melanom), melazme, pjega ili caffe-au-lait makula. Acanthosis nigricans dovodi do pojave
zariSne hiperpigmentacije i plakova barSunastog izgleda naj¢esc¢e smjestenih na kozi pazuha i straznje
strane vrata (Shinjite Das, 2024).

Difuzna hiperpigmentacijamoze nastati uslijed uzimanja razlicitih lijekova, a takoder i zbog
razlicitih sistemskih i neoplasti¢nih bolesti (posebno karcinoma pluc¢a i melanoma koji zahvaéaju i
ostale organske sisteme). Nakon iskljucenja lijekova kao uzroka pojave difuzne hiperpigmentacije,
potrebno je provesti ciljanu dijagnosticku obradu bolesnika radi pronalazenja naj¢eséih sistemskih
uzroka. Ti uzroci su Addisonova bolest, hemohromatoza i primatni bilijarni kolangitis. Promjene na
kozi nemaju dijagnosticki znacaj pa stoga nije nuzno uciniti biopsiju koze. Ciljana obrada razli¢itih
organskih sistema je pozeljna kako bi se pronasao eventualni neoplasti¢ni uzrok pojave promjena na
kozi (Shinjite Das, 2024).

Hiperpigmentacija uzrokovana ljekovima i teSkim metalima

Odredeni lijekovi 1 teski metali mogu uzrokovati hiperpigmentaciju koze, pri ¢emu boja promjena
varira ovisno o tvari koja se akumulira u tkivima. Hiperpigmentacije uzrokovana lijekovima obi¢no
su difuzne. Mehanizmi pojave ukljucuju:

e Povecana koli¢ina melanina u epidermisu (izgled je vise smede boje)

e Melanin u epidermis i gornjem dermisu (uglavnom smeda uz naznake sive ili plave)

e Povecanje melanina u dermisu (viSe sivkasta ili plava)

o Dermalno talozenje lijeka, metabolita, ili kombinacije lijeka s melaninom (obi¢no plavkasto

siva) (Shinjite Das, 2024)

Medu najées¢im uzro¢nicima su:
e Lijekovi: amiodaron, hidrokinon, antimalarici, tetraciklinski antibiotici, fenotiazini, neki
lijekovi za hemoterapiju i triciklicki antidepresivi.
o Teski metali: srebro, zlato, ziva, arsen.

Boja hiperpigmentacije moze varirati — od ljubicaste, plavkasto-crne i zu¢kastosmede do razlicitih
nijansi plave, srebrne i sive. Osim koze, pigmentacija moze zahvatiti zube, nokte, bjeloo¢nice
i sluznice. LijeCenje hiperpigmentacije izazvane lijekovima prvenstveno podrazumijeva prekid
uzimanja odgovornog lijeka. Nakon toga, hiperpigmentacija moze vrlo sporo blijediti, a u nekim
slu¢ajevima moze i trajati duze vrijeme. Budu¢i da mnogi lijekovi koji uzrokuju pigmentaciju koze
takoder izazivaju fotosenzitivne reakcije, pacijentima se preporucuje izbjegavanje izlaganja suncu
kako bi se sprijecilo pogorsanje stanja (Shinjite Das, 2024).
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HEMIJSKE OSOBINE I FARMAKOLOSKA SVOJSTVA EKSTRAKTA KORE PLODA
PUNICA GRANATUM

Kore ploda nara prepoznaju se po tvrdom S$titu perikarpa koji zadrzava narandzastu i zelenkastu
boju kada sazri. Kora prekriva ariluse koji su podijeljeni laganom membranom unutar kore (Ko K i
sar., 2021). Punica granatum je ¢lan porodice Punicaceae koja dijeli svoju botani¢ku porodicu samo
sa Punicom protopunicom. Kora ploda nara je bogat rezervoar antioksidansa, polifenola, dijetalnih
vlakana i vitamina, koji doprinose njegovoj izuzetnoj bioaktivnosti (Viuda-Martos i sar., 2010).
Prema razli¢itim istrazivanjima dokazano je da perikarp Punica granatum sadrzi sedam visoko
aktivnih inhibitora karboanhidraze (CA), a to su punicalin, punikalagin, granatin B, galagildilakton,
punikalagin, pedunculagin i tellimagrandin. Zahvalju¢i njima kora ploda nara ima antikancerogeno,
antimikrobno, antiinflamatorno, regenerativno i antimutageno dejstvo. Nadalje, kore ploda nara sadrze
i slozene polisaharide i minerale, kao $to su natrij, kalij, kalcij, fosfor, dusik i magnezij. Alkaloidi
poput peletierina spominjani su kao integrativni dio kore ploda nara, ali je njihovo prisustvo jo$
uvijek kontroverzno (Arun N, 2012).

Farmakoloska svojstva ekstrakta kore ploda Punica granatum
Antimikrobna svojstva

Prema fitohemijskim istrazivanjima, kora ploda nara sadrzi moc¢ne inhibitore, kao $to su flavonoidi
i fenolna jedinjenja (Rosas-Burgos i sar., 2017). Dobro je poznato da razlicita polifenolna jedinjenja
mogu djelovati sinergisticki kako bi inhibirali rast mikroorganizama. Ova jedinjenja funkcionisu kao
antiinfektivi formiranjem kompleksa sa ekstracelularnim 1 rastvorljivim proteinima koji se nalaze
u celijskim zidovima mikroba, koji precipitiraju membranske proteine i inhibiraju enzime kao §to
su glikozil transferaze, ¢ime se razgraduju mikroorganizmi (Skenderidis i sar., 2019). Na osnovu
istrazivanja pokazalo se da Salmonelu i gram-pozitivnu S. aureus jako inhibira ekstrakt kore ploda
nara, koji ima snazan antimikrobni u¢inak na sve bakterije.

Antiinflamatorna svojstva

Dobro je poznato da upala sluzi kao odbrambeni mehanizam domacina od infekcije i oStecenja tkiva,
pomazudi ili da se zaustavi Sirenje infekcije ili ubrza proces ozdravljenja. Upalni proces ukljucuje
razlicite vrste ¢elija i medijatore koji imaju visoko programirane sposobnosti da kontrolisu ¢elijske
hemotakse, migraciju i proliferaciju. Mehanizam antiinflamatornog dejstva se zasniva na smanjenju
proinflamatornih citokina, modificiranju MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) signalizacije i
inhibiranju proizvodnje ciklooksigenaze-2 i inducibilne sintaze azot oksida, $to sve pruza dokaze o
njihovom potencijalu kao moénih protuupalnih spojeva (Singh Y i sar., 2023).

Antioksidativna svojstva

Smatra se da su brojne hroni¢ne bolesti uzrokovane reaktivnim kisikovim vrstama (ROS), a vjeruje
se da nastaju kao rezultat izlaganja jonizuju¢em ili ksenobiotskom zracenju ili kao rezultat normalnih
¢elijskih aktivnosti. RazliCita istrazivanja anitioksidativnih karakteristika punikalina, punikalagina
i elaginske kiseline dobijene iz kore ploda nara pokazuju da je ekstrakt kore ploda nara efikasan u
ublazavanju oksidaivnog stresa, potencijalne metaboli¢ke regulacije 1 pruzanju antioksidativne zastite
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(Asadi MS i sar., 2018). Mehanizam koji obezbjeduje antioksidativna svojstva ogleda se u tome
da jedinjenja povecavaju aktivnost superoksid dismutaze i glutation peroksidaze i smanjuju nivoe
malondialdediha zajedno sa ekspresijom mRNA proinflamatornih faktora u jetri, plazmi i crijevima
(Singh Y i sar., 2023).

Kardio-protektivna svojstva

Kardiovaskularne bolesti (KVB) su grupa bolesti koje uti¢u na srca i krvnih arterija 1 vodeci je
uzrok smrti u svijetu. Razlicita istrazivanja pokazuju da elaginska kiselina i punikalagin ispoljavaju
kardio-protektivno dejstvo. Polifenoli kore ploda nara, odnosno elaginska kiselina i punikalagin
povecavaju ukupni sadrzaj zuéne kiseline 1 smanjuju sadrzaj ukupnog holesterola, §to rezultira
efektima snizavanjem lipida (Razani Z i sar., 2017). Uoceno je smanjenje inflamatornog citokina TNF
1 povecéanje protuupalnog interleukina 6. UocCeno je povecéanje lezije kolagena i eferocitoze (Singh Y
isar., 2023).

Antikancerogena svojstva

Prema nau¢nim istrazivanjima, kora ploda nara moze biti korisna u prevenciji i lijeCenju raka dojke,
prostate, pluca i raka koze. Ekstrakt kore ploda nara smanjuje dotok krvi u tumore, izgladnjujuéi ih i
smanjujuéi se njih. Takoder smanjuje reprodukciju ¢elija raka i moze ubrzavati proces apoptoze (Li Y
isar., 2016). Razlicite istrazivanja su dovela do saznanja da je uocena inhibicija proliferacije stanica,
promicanje apoptoze zajedno s fragmentacijom jezgre i smanjenjem stanica. UoCena su smanjena
invazija i pokretljivost zbog smanjene ekspresije matriksnog metaloproteina 9 (Singh Y i sar., 2023).

ANTIOKSIDATIVNI EFEKAT FENOLNIH JEDINJENJA PRISUTNIH U KORI NARA
(LAT. PUNICA GRANATUM)

Fenolna jedinjenja prisutna u kori nara (lat. Punica granatum), poput elaginske kiseline, galne
kiseline, elagitanina, punikalina, punikalagina 1 i 2, te flavonoida, pokazuju znacajne antioksidativne
efekte (Mandi¢-Kovacevi¢ i sar., 2023) (Dalvi i sar., 2017). Antioksidativni efekti ovih jedinjenja
ogledaju se u njihovoj sposobnosti formiranja kompleksa sa metalnim jonima te uklanjanju slobodnih
radikala koji vode oksidativnom stresu. Studije su pokazale da elaginska kiselina koja je nosilac
antioksidativne aktivnosti ekstrakta kore ploda nara moze formirati komplekse sa nekolicinom
metalih jona poput Mg?*, Ca*, Mn*", Fe*', Fe**, Co*'i Cu** (Dalvi, 2017) [Slika 1.]. Elaginska kiselina
takoder djeluje kao helator bakra iz aktivnog centra enzima tirozinaze, te inhibira melanogenezu u
melanocitima (Yang i sar., 2021).

Elaginska kiselina kao najpotentnije polifenolno jedinjenje kore ploda nara pokazuje dva
osnovna principa djelovanja koji opravdavaju primjenu ekstrakta kore ploda nara u kozmetickim
formulacijama za tretman hiperpigmentacije. Djelovanjem na melanocite potiskuje aktivnost enzima
tirozinaze 1 melanogenezu suzbijanjem cAMP- posredovanih CREB (eng. cAMP response element
binding protein; CREB vezujuéi protein) i MITF (eng. microphthalmia-associated transcription
factor; mikroftalmija povezani transkripcijski faktor) signalnih mehanizama u a-MSH stimuliranim
B16F10 ¢elijama melanoma (Yang, 2021). Enzim tirozinaza katalizira reakciju hidroksilacije
tirozina do 3,4-dihidroksifenilalanina (DOPA), a zatim i pretvorbu DOPA — e do dopahinona kao
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Slika 1. Formiranje kompleksa elaginske kiseline sa Fe (II) jonima cime se preveniraju oksidativna
oStecenja nastala stvaranjem hidroksil radikala (Dalvi, 2017)
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kljuénog intermedijera u sintezi melanina. Varijacije u aktivnosti tirozinaze opcenito se pripisuju
razli¢itim stepenima i mehanizmima melanogeneze u razli¢itim etnickim grupama (Maeda, 1997)
[Slika 2.]. Elaginska kiselina svoje antimelanogene efekte pokazuje i kroz indukciju autofagije u
¢elijama melanoma, pri ¢emu djeluje na kljucne korake u biogenezi melanina. Smatra se da upravo
dermatofarmaceutici sa bioaktivnim komponentama poput elaginske kiseline ili transeksamicne
kiseline koje djeluju putem indukcije autofagije i smanjenja produkcije melanina, predstavljaju
buduénost u farmakoterapiji hiperpigmentacije (Cho 1 sar., 2017) (Yang i sar., 2021).

Elaginska kiselina djeluje i na UVA (320400 nm) ozracene keratinocite u kojima potiskuje
proizvodnju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i efekte nastale djelovanjem a-MSH (povecana produkcija
pod djelovanjem UVA). Prvenstveno vodi aktivaciji JNK (eng. c-Jun N-terminal Kinase;c-Jun N
terminalna kinaza), PKC (eng. Protein kinase C; protein kinaza C) i ROS puteva a zatim jedarnoj
translokaciji NrF2 transkripcijskog fakora. NrF2 povecava ekspresiju antioksidativnih proteina
v-GCLC (eng. Glutamate-Cysteine Ligase Catalytic Subunit; glutamat cistein ligaza kataliti¢ka
podjedinica), HO-1 (eng. haemoxygenasel; hem oksigenaza 1) i NQO-1 (eng. NAD(P)H quinone
acceptor oxidoreductasel; NAD(P)H hinon akceptor oksidoreduktaza 1) koji preveniraju oksidativni
stres indukovan ROS, te inhibiraju aktivaciju melanokortin-1 receptora (MC1R) potaknutu sa a-MSH.
[Slika 2.] Smatra se i da elaginska kiselina sprecava UVB-induciranu upalnu kaskadu smanjenjem
sinteze proupalnih medijatora kao Sto su IL-1p, IL-6, IL-8 i TNF, te povecanjem sinteze IL-10, koji
ima antiiflamatornu ulogu u keratinocitima (Yang i sar., 2021).

Osim elaginske kiseline, galna kiselina 1 punikalagin 1 i 2 pokazuju znacajne antiinflamatorne efekte
kroz inhibiciju produkcije lipopolisaharid (LPS) induciranog azot oksida (NO), prostaglandina E2
(PGE-2) i interleukina 6 (IL-6), u ¢emu se ogleda znacaj ovih jedinjenja u tretmanu hiperpigmentacije
potaknute faktorima zapaljenja (Dimitrijevi¢ i sar., 2024).
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Slika 2. Efekti elaginske kiseline na melanocite i keratinocite. Alfa-MSH — alfa melanocit
stimuliraju¢i hormon (eng. alpha-melanocyte stimulating hormone); MC1R — melanokortin-1
receptor (eng. melanocortin-1 receptor); CREB — CREB vezujuéi protein (eng. cAMP
response element binding protein); MITF — mikroftalmija povezani transkripcijski faktor (eng.
microphthalmia-associated transcription factor); JNK — c-Jun N-terminalna kinaza(eng. c-Jun
N-terminal Kinase); PKC — protein kinaza C (eng. proteinkinase C); ROS — reaktivne kiseoni¢ne
vrste (put reaktivnih kiseoni¢nih vrsta); NrF2 — nuklearni faktor E2— srodni faktor 2 (transkripcijski
faktor, eng. Nuclear factor erythroid 2-related factor 2); Keap-1 — protein 1 povezan sa ECH —
om sli¢an Kelchu (eng. Kelch-like ECH-associated protein 1); ARE — element koji odgovara
na antioksidanse (eng. antioxidant responsive element); gama-GCLC —glutamat cistein ligaza
kataliti¢ka podjedinica (eng. Glutamate-Cysteine Ligase CatalyticSubunit); HO-1 — hemoksigenaza
1 (eng. Haemoxygenase 1); NQO-1 — NAD(P)H hinon akceptor oksidoreduktaza 1 (eng. NAD(P)H
quinone acceptor oxidoreductase 1) (Yang i sar., 2021)

ZAKLJUCAK

Ekstrakt kore ploda nara (lat. Punica granatum) predstavlja znacajan prirodni izvor fenolnih
jedinjenja sa potencijalnom primjenom u tretmanu hiperpigmentacija razlicite etiologije. Klju¢ne
aktivne supstance poput elaginske kiseline, galne kiseline, punikalina i punikalagina, pokazuju
snazna antioksidativna, antiinflamatorna i depigmentirajuca svojstva. Njihovo djelovanje temelji se
na neutralizaciji slobodnih radikala, inhibiciji tirozinaze i regulaciji signalnih puteva ukljuc¢enih u
melanogenezu. Posebno se istice elaginska kiselina, koja putem kompleksiranja sa metalnim jonima
i heliranja bakra inhibira klju¢ne enzime u sintezi melanina. Osim $to smanjuje oksidativni stres u
keratinocitima, ona djeluje i na inflamatorne procese. Takode, inducira autofagiju u melanocitima,
¢ime dodatno doprinosi regulaciji pigmentacije koze. Pored direktnog uticaja na melanogenezu,
ekstrakt kore ploda nara pruza zastitu od UV zracenja, smanjujuc¢i fotoindukovanu melanogenezu
putem regulacije JNK, PKC i ROS puteva.
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Jasno je naglaSen potencijal ekstrakta kore ploda nara kao efikasnog prirodnog sastojka u
formulacijama za tretman hiperpigmentacije. Njegova multifunkcionalna svojstva pruzaju osnovu za
buduca istrazivanja i razvoj dermatoloskih preparata sa ciljem smanjenja pigmentnih nepravilnosti i
poboljsanja zdravlja koze.
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PRIMJENA CRISPR/CAS9 TEHNOLOGIJE U TERAPIJI RAKA DOJKE
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Pregledni rad

SAZETAK

Rak dojke je maligno oboljenje sa najve¢om incidencom i najve¢om stopom mortaliteta od svih
malignih oboljenja medu zenama. RazliCite terapijske strategije su koriStene u svrhu efikasnog
tretmana malignih neoplazija, poput hirurSkih zahvata, radioterapije, imunoterapije, hormonalne
terapije, hemoterapije i bioloske terapije. Buduénost u lije¢enju raka dojke predstavlja individualni
pristup pacijentima, gensko mapiranje i genska terapija koja se zasniva na alatima koji omogucavaju
efikasno i jednostavno uredivanje gena. Jedna od najpotentnijih metoda za uredivanje gene jeste
CRISPR/Cas9 tehnologija. CRISPR/Cas9 tehnologija u terapiji raka dojke omogucava selektivno i
specificno uredivanje gena koji su opisani kao onkogeni ili tumor supresorni geni, a koji omogucavaju
malignu proliferaciju i diferencijaciju.

Kljucne rijeci: rak dojke, uredivanje gena, CRISPR/Cas9
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APPLICATIONS OF CRISPR/CAS9 TECHNOLOGY IN BREAST CANCER THERAPY
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Review paper
SUMMARY

Breast cancer is a malignant disease with the highest incidence and the highest mortality rate of
all malignancies among women. Various therapeutic strategies have been used to effectively treat
malignant neoplasms, such as surgical interventions, radiotherapy, immunotherapy, hormonal therapy,
chemotherapy, and biological therapy. The future of breast cancer treatment lies in an individualized
approach to patients, genetic mapping, and gene therapy, which is based on tools that enable efficient
and simple gene editing. One of the most potent methods for gene editing is the CRISPR/Cas9
technology. CRISPR/Cas9 technology in breast cancer therapy allows selective and specific editing
of genes described as oncogenes or tumor suppressor genes, which drive malignant proliferation and
differentiation.
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UvVOD

Rak dojke je najces¢i uzrok smrti povezane s rakom medu Zenama. Osim S$to je ¢eS¢i kod Zena,
sa priblizno 28% novih slucajeva raka, izvjesStavani su i relativno rijetki slu¢ajevi kod muskaraca.
(Siegel, 2022) U 2018. godini, 2.1 miliona Zena dijagnosticirano je s rakom dojke u 185 zemalja,
Sto ¢ini 25% novih slucajeva, a procjenjuje se da ¢e taj broj porasti na otprilike 3.2 miliona do 2050.
godine. Osim toga, gotovo 630 000 smrti pripisuje se raku dojke, $to Cini otprilike 6.6% svih smrtnih
sluc¢ajeva povezanih s rakom Sirom svijeta. (Bray, 2018; Ahmed, 2021) Nekolicina faktora se povezuje
sa povecanim rizikom od razvoja raka dojke, uklju¢ujuéi nacin i stil Zivota (kao Sto su prekomjerna
tezina, nedostatak fizicke aktivnosti, smanjen unos nutritivno znacajnih namirnica i konzumacija
alkohola), genetski faktori koji ukljucuju gene poput BRCA1/2, PALB2, ATM, CHEK2, RADS1C,
BARDI, TP53, hormonalni faktori (kao $to su rana menstruacija, kasna menopauza, odloZzeno prvo
radanje, manji broj djece, krace trajanje dojenja, hormonalna terapija nakon uklanjanja materice i
koriStenje kontraceptivnih pilula). Takoder, ekoloski faktori poput izloZenosti joniziraju¢em zracenju,
rendgenskim zrakama, elektromagnetnim poljima i pesticidima mogu uticati na gene i povecati rizik
od razvoja raka dojke. (Eskandari, 2024)

U osnovi raka dojke se nalazi nekontrolisana proliferacija ¢elija i to najcesce epitelnih celija mlije¢nih
kanali¢a koje invadiraju okolna tkiva i prijanjaju za fasciju prsnog zida. Sa histoloskog aspekta
se klasificira na in situ i invazivni karcinom dojke. Invazivni karcinom dojke ukazuje na malignu
proliferaciju ¢elija koje poticu iz kanalica ili lobula dojke i izvadiraju u okolna tkiva, (Makki, 2015)
dok in situ karcinom dojke ukazuje na maligni proces u kojem su maligne ¢elije koncentrisane na
mjestu porijekla i pokazuju malu prevalencu Sirenja u okolna tkiva. (Ahmed, 2021)

Ekspresija odredenih biomarkera poput hormonalnih receptora kao §to su estrogenski receptori (ER),
progesteronski receptori (PR) i humani epidermalni faktor rasta 2 receptori (HER2) omogucéava
dalju klasifikaciju na molekularne subtipove. Oni ukljuc¢uju luminalni A tip (ER+ i/ili PR+, HER2-,
nizak Ki-67), luminalni B tip (ER+ i/ili PR+, HER2+/-, visok Ki-67), HER2 obogacen tip (ER-, PR-,
HER2+) i bazalni tip ili trostruko negativni rak dojke (eng. Triple Negative Breast Cancer, TNBC)
(ER-, PR-, HER2-). (Makki, 2015; Ahmed, 2021)

Zavisno od subtipa raka dojke, razvijene su strategije lijeCenja koje obi¢no ukljucuju: hormonalnu
terapiju (za pacijentice sa ER-pozitivnim rakom dojke), poli (ADP-riboza) polimeraza terapiju (za
pacijentice koje su nosioci BRCA mutacija), terapiju anti-HER2 (za pacijentice sa HER2 pozitivnim
rakom dojke), hemoterapiju (za trostruko negativni rak dojke, TNBC) i imunoterapiju. Iako danas
imamo sukcesivni razvoj novih tehnologija i novih klasa lijekova, trenutni klinicko-patoloski,
imunohistohemijski i molekularni markeri, ostavljaju znacajan broj pacijenata izlozenim riziku od
nuspojava, neadekvatnom lije¢enju usljed neadekvatnog doziranja ili eventualnom razvoju rezistencije
na postojece antikancerske lijekove. (Rangel, 2024) Luminalni B tip raka dojke dobro odgovara na
lijekove poput tamoksifena i inhibitora aromataze, trastuzumaba i inhibitora tirozin kinaze. (Ma,
2014) Medutim kod pacijenata sa trostruko negativnim rakom dojke (TNBC) ovi lijekovi ne pokazuju
optimalne rezultate, Sto znaci da je potrebno primijeniti druge terapijske strategije, ukljucujuci
hirurski zahvat, zracenje i/ili hemoterapiju. (Hille, 2018) Zbog svoje heterogenosti, lijecenje raka
dojke zahtijeva individualizirani terapijski pristup. Bolest otkrivena u ranim fazama ima povoljniju
prognozu, jer napredovanje bolesti i metastaze u druge organe poput mozga, kostiju i jetre ¢ine rak
neizljecivim, iako tretabilnim. Ishodi prezivljavanja u ovoj fazi prvenstveno se odreduju prema mjestu
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metastaza, (Mojica, 2005) pri ¢emu su pacijenti s metastazama u kostima pokazali najbolju stopu

prezivljavanja, dok metastaze u mozgu se povezuju sa najmanjom stopom prezivljavanja pacijenata.
(Ahmed, 2021)

Napredak u oblasti genetike doveo je do dubljeg razumijevanja patogeneze bolesti tokom godina,
pri ¢emu identifikacija genetskih mutacija i karakterizacija mehanizama uklju¢enih na genomskom
nivou mogu dovesti do boljih terapijskih rezultata bez smrtonosnih nuspojava. (Ahmed, 2021)

Prethodni pokusaji u uredivanju gena, ukljucujuéi tehnologije nukleaza ili endonukleaza, sada su
evoluirali u molekularne tehnike poput koristenja transkripcijskih aktivatorskih efektorskih nukleaza
(eng. transcription activator-like effector nucleases, TALENS) i cink-prsten nukleaza (eng, cink-finger
nucleases, ZFNs). (Khan, 2019) Medutim, otkrice CRISPR/Cas9 pokazalo je znacajne prednosti kroz
svoju efikasnost, prakti¢nost i svestranost u odnosu na druge metode. (Ahmed, 2021)

S obzirom na sve izrazeniju primjenu metoda uredivanja gena u terapiji malignih oboljenja, cilj ovog
rada je razmotriti dostupnu literaturu kako bi se odgovorilo na klju¢no pitanje: na koji nac¢in CRISPR/
Cas9 tehnologija moze doprinijeti savremenim terapijskim pristupima lijecenja raka dojke? U ovom
radu je prikazan kratak osvrt na osnovne principe i klasifikaciju CRISPR/Cas9 sistema, kao i na
specificne strategije primjene CRISPR/Cas9 tehnologije u terapiji raka dojke sa posebnim osvrtom
na gene od interesa.

CRISPR/Cas9 sistem

Velikinapredak u podrucju genomike imao je razvoj CRISPR/Cas9 tehnologije kojaje revolucionizirala
metode uredivanja gena u 21. stolje¢u. CRISPR (eng. Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) je prvi puta identificiran u bakteriji Escherichia coli 1987. godine kao grupa
ponavljaju¢ih fragmenata veli¢ine 29 nukleotida koji su medusobno odvojeni fragmentima od 32
nukleotida specifi¢nih varijabilnih sekvenci. Pokazano je da ova pojava ima klju¢nu ulogu u nekoliko
¢elijskih procesa ukljucujuci termalnu adaptaciju (Riehle, 2001), popravku DNA (Makarova, 2011) i
hromozomsku reorganizaciju (DeBoy, 2006). (Ahmed, 2021) Istrazivanja tokom godina su pokazala
da je CRISPR evoluirao kao mehanizam adaptivnog imunog sistema, Stite¢i bakterije 1 arheje od
invazije stranih DNK molekula, poput onih porijeklom iz virusa i plazmida. (Eskandari, 2024)

CRISPR/Cas sistemi su grupisani u 2 klase, 6 tipova i 33 podtipa, na osnovu uloge razlicitih Cas
proteina (eng. CRISPR-associated protein) unutar CRISPR okvira, koji ciljaju DNK, RNA, ili oboje.
[Tabela 1.] (Eskandari, 2024)

Tabela 1. Klasifikacija CRISPR/Cas9 sistema (Eskandari, 2024)

Klasa 1 2
Tip proteina Multiplex | Multiplex | Multiplex Single Single
Tip I 11 111 v \% VI
Pripadajuci Cas 12a,
Cas protein Cas 3 Cas 9 Cas 10 Cas 8 Cas 12c, Cas 13b,
Cas 13¢
Cas 13a
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Svi CRISPR/Cas9 sistemi su gradeni od tri osnovna elementa: [1] nekodiraju¢a RNA, crRNA koja
omogucava ciljano prepoznavanje segmenta DNA od interesa; [2] aktivirajué¢i pomo¢nik tracrRNA
koji u kombinaciji sa crRNA formira himer poznat kao jedinstvena vode¢a RNA (eng. single-guide
RNA, sgRNA); [3] Cas protein koji se ponaSa kao endonukleaza koja kontrolise cijepanje ciljanog
segmenta DNA. Cas protein zahtjeva prisustvo specifi¢ne sekvence PAM (eng. Protospacer Adjacent
Motif) kako bi efektivno prepoznao gen od interesa. (Eskandari, 2024)

U pocetnoj fazi CRISPR/Cas9 procesa, kratke DNA sekvence porijeklom iz faga ili plazmida se dodaju
u genom domacina. Ove sekvence, koje se nazivaju protospejseri (eng. protospacers), djeluju kao
memorija prethodnih infekcija unutar ¢elije. Ova funkcija omogucava prokariotskim organizmima da
prepoznaju buduce napade kao spoljne i deaktiviraju nepoznatu DNA. (Bhaya, 2011) Spejser sekvence
koje se nalaze u CRISPR lokusima preuzimaju se iz strane DNA, a ovaj proces ukljucuje ucitavanje dva
klju¢na proteina, Casl i Cas2. Casl pokazuje enzimsku funkciju potrebnu za integraciju u genom, dok
Cas2 ima neenzimsku funkciju. Takoder, predlozeno je da je Cas9 protein, u saradnji sa Casl i Cas2
proteinima, direktno ukljucen u preuzimanje spejser sekvenci. (Eskandari, 2024)

Druga faza pocinje transkripcijom CRISPR lokusa kako bi se proizveo pre-crRNA, dugi molekul
RNA koji sadrzi sekvence koje odgovaraju spejserima i ponavljanjima. TracrRNA, jos jedan molekul
RNA potreban za maturaciju pre-crRNA, transkribuje se sa genetskog lokusa koji se nalazi ispred
CRISPR lokusa. (Deltcheva, 2011) TracrRNA ima dio koji odgovara sekvenci CRISPR lokusa, §to
joj omogucava da se veze za 3’ kraj pre-crRNA i formira dvostruki lanac RNA. Ovaj kompleks se
zatim cijepa od strane Celijske ribonukleaze III (RNA-aza III), koja je odgovorna za prepoznavanje
i cijepanje dvostrukih lanaca RNA. Drugi rez se deSava kako bi se uklonio 5’ kraj RNA sekvence,
Sto rezultira zrelim crRNA: tracrRNA kompleksom, gRNA (eng. guided RNA) kompleksom, koji je
sposoban da interaguje sa Cas proteinom. Svaki crRNA fragment sadrzi jedinstvenu spejser sekvencu,
koja je duzine 20 nukleotida. (Gasiunas, 2012) gRNA kompleks se veze za Cas9 protein, formirajuéi
Cas9:gRNA efektor kompleks koji moze da utice na DNA, Sto rezultira CRISPR-medijiranim
imunitetom. Cas9 protein je enzim sa dva klju¢na segementa: segment za a-helikalno prepoznavanje
(eng. recognition lobe, REC) i nukleazni segment (eng. nuclease lobe) koji su medusobno razdvojeni
RNA kompleksom. Nukleazni segment sadrzi HNH kataliticku domenu koja cijepa komplementarni
DNA lanac prema crRNA i RuvC-sli¢nu domenu koja cijepa nekomplementarni DNA lanac. REC
segment posjeduje most koji je bogat argininom, neophodan za interakciju sa RNA i povezivanje
oba segmenta. (Anders, 2014) Nakon $to se veze za gRNA kompleks, Cas9 postaje aktivan i trazi
strane nukleinske kiseline koje odgovaraju crRNA. To rezultira time da CRISPR/Cas9 cijepa DNA
na specificnom mjestu koje je komplementarno crRNA. (Eskandari, 2024) Opisani put je validan
samo onda kada se neposredno nakon mjesta vezivanja crRNA nalazi prethodno spomenuta kratka
sekvenca poznata kao PAM. (Ahmed, 2021)

Prekidi nastali u dvolan¢anoj DNA mogu se ispraviti kroz jedan od dva razli¢ita puta popravke DNA:
direktni homologni put popravke DNA (eng. homology-directed repair, HDR) ili put nehomolognog
spajanja krajeva DNA (eng. non-homologous end joining NHEJ). NHEJ put ligira krajeve na mjestu
prekida DNA, te je podlozan greskama i moze dovesti do greSaka po principu insercije/delecije
mutacija Sto rezultira neefikasnim genom. HDR koristi susjednu homolognu sekvencu kao kalup
za popravak prekida. Ova metoda se moze iskoristiti za potencijalno uvodenje ciljanih izmjena na
preciznoj lokaciji u DNK sekvenci, pruzanjem donorske sekvence koja je povezana s sgRNA za
iniciranje popravke DNA. (Ahmed, 2021)

78



ZBORNIK RADOVA
SA SIMPOZIJA MAGISTARA FARMACIJE TUZLANSKOG KANTONA
DVANAESTI SIMPOZI]

lako je CRISPR/Cas9 izuzetno popularan alat za uredivanje gena, ima svoja ograni¢enja. Jedno
od osnovnih organicenja jeste zahtjev da PAM sekvenca selektuje ciljanu sekvencu DNA. Kako
bi se zaobisSla ova ogranicenja, jedan od nacina je koriStenje razli¢itih Cas9 proteina i poboljSanih
spCas9 varijanata (eng. Streptococcus pyogenes CRISPR-associated protein 9) koji mogu prepoznati
razli¢ite PAM sekvence, ¢ine¢i CRISPR/Cas9 vrlo svestranim. (Chehelgerdi, 2024) KoriStenjem
deaktiviranih Cas9 (eng. endonuclease deficient Cas9, dCas9) sa mutiranim nukleaznim domenama,
razliciti proteini i enzimi mogu se koristiti za obavljanje razli¢itih funkcija. Uz CRISPR interferenciju
(CRISPRI) i aktivaciju (CRISPRa) koristenjem dCas9 sa represivnim transkripcijskim efektorima,
kao sto su KRAB domene (eng. The Kriippel associated box domain), ili aktivatorima transkripcija se
moze inhibirati ili promovirati. (Gilbert, 2013) Na kraju, koristenjem DNA metiltransferaza (DNMT)
1 DNA deaminaza, specifi¢ni obrasci metilacije i regije mogu se modifikovati. Generalno, ove tehnike
i metode za CRISPR nam pomazu u boljem i efikasnijem lije¢enju bolesti poput raka, koje nastaju
zbog razli¢itih mutacija. (Ahmed, 2021)

DISKUSIJA
CRISPR/Cas9 u terapiji raka dojke

Geni ukljuceni u razvoj raka se obicno kategoriSu u dvije osnovne grupe: protoonkogeni koji
promoviraju ¢elijski rast 1 proliferaciju, a kada su mutirani ili prekomjerno eksprimirani konvertuju
se u onkogene koji promoviraju tumorogenezu, te tumor supresorni geni koji su ukljuceni u procese
popravke DNA i ¢elijski rast a kada su mutirani ili inaktivirani vode nekontrolisanoj proliferaciji i
genomskoj nestabilnosti. Onkogeni koji se najces¢e dovode u vezu sa rakom dojke su: HER2, MYC,
CXCR4, ACKR3, MAP3K11 (MLK3) i OPN, a tumor supresorni geni: TP53, PTEN i BRCA1/2.
[Tabela 2.] Razli¢ite vrste mutacija na razli¢itim nivoima mogu dovesti do njihove aberantne ili
inhibisane ekspresije. CRISPR/Cas9 i njegove varijacije mogu prepoznati ove mutacije, ispraviti ih,
te inhibirati ¢elijsku proliferaciju i diferencijaciju. (Rangel, 2024)

Tabela 2. Primjena CRISPR/Cas9 modela u terapiji raka dojke kroz uredivanje razlicitih gena od
interesa (Rangel, 2024, Ahmed, 2021)

Gen od Proteinski CRISPR/Cas9 pristup Efekti Referenca
interesa produkt
HER2 HER2 Indukcija frameshift Inhibicija proliferacije (Igbal & Igbal,
mutacija na mjestu egzona |u HER2 pozitivnim 2014)
5,101 12 ¢elijskim kulturama
MYC Myc Epigeneticke modifikacije | Smanjenje ¢elijske (Schuijers et al.,
MYC regulatornih proliferacije i redukcija 2018)
elemenata; Eliminacija MYC nivoa ekspresije
MYC pojacivackog mjesta
pristajanja/ugradnje
Myc Modifikacije MYC mjesta | Alternacije u vezivanju (Kazimierska et
vezivanja (tzv. E — mjesta) | MYC za ciljne gene, al., 2023)
ekspresiji ciljnih gena,
rastu tumora in vivo i
¢elijskoj proliferaciji in
vitro
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CXCR4 CXCR4 Knockout gena (uklanjanje | Smanjenje celijske (Yang et al.,
ili inaktivacija gena) proliferacije i invazijeu |2019)
druga tkiva
ACKR3 CXCR7 Knockout gena (uklanjanje | Smanjenje ¢elijske (Yang et al.,
ili inaktivacija gena) proliferacije i invazijeu |2019)
druga tkiva
MAP3K11 [MLK3 Deplecija gena Smanjenje metastatskog [ (Rattanasinchai
potencijala & Gallo, 2016)
SPP1 OPN Knockout gena (uklanjanje | Redukcija ekspresije (Behbahani et
ili inaktivacija gena) SPP1 gena; Smanjenje al., 2021)
¢elijske vijabilnosti 1
inhibicija pokretanja
mehanizama
programirane celijske
smrti
TP53 p—-53 Reverzija missense Supstitucija baza u TP53 | (Abuhamad et
mutacija (tackastih genu al., 2022)
mutacija)
PTEN PTEN Aktivacija ekspresije gena | Pove¢ana PTEN (Moses et al.,
ekspresija i inhibicija 2019)
pokretanja AKT, mTOR i
MAPK signalnih puteva
BRCALI BRCALI Interferiranje i smanjenje | Povecana transkripcijska | (Choudhury et
DNA metilacije regulacija BRCA1 gena |al., 2016)
BRCA?2 BRCA2 Knockout gena (uklanjanje | Smanjenje Celijske (Feng & Jasin,
ili inaktivacija gena) vijabilnosti 2017)
MDRI1 P- Izmjena gena (genske Povecani odgovor na (Ha et al., 2016)
glikoprotein | ekspresije) po principu terapiju doksorubicinom
insercije ili delecije i pokretanje mehanizama
apoptoze
PARPI Poli (ADP- | Deplecija gena Povecana senzitivnost (Mintz et al.,
ribozil) ¢elija trostruko 2020)
transferaza negativnog raka dojke
na hemoterapeutike
poput doksorubicina,
gemcitabina i docetaksela
DSTYK DSTYK Delecija gena Aktivacija (Ogbu et al.,
mehanizama apoptoze 2021)
u hemorezistentnim
¢elijama in vivo i in vitro
modela
ATP8B3 ATP8B3 Knockout gena (uklanjanje | Povecana rezistencija (Yan et al., 2023)
ili inaktivacija gena) na paklitaksel kod ¢elija
trostruko negativnog raka
dojke
FOXR2 FOXR2 Knockout gena (uklanjanje | Poveéana rezistencija (Yan et al., 2023)
ili inaktivacija gena) na paklitaksel kod ¢elija
trostruko negativnog raka
dojke
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FRG2 FRG2 Knockout gena (uklanjanje | Poveéana rezistencija (Yan et al., 2023)
ili inaktivacija gena) na paklitaksel kod ¢elija
trostruko negativnog raka
dojke

ZAKLJUCAK

Otkrice CRISPR/Cas9 tehnologije kao prospektivne metode za uredivanje gena u potpunosti je
promijenilo polje genomike i omogucilo razvoj novih terapijskih procedura za lijecenje razlicitih
oboljenja, a tako i1 raka. CRISPR/Cas9 tehnologija u terapiji raka dojke omogucava manipulaciju
genima koji su definisani kao onkogeni ili tumor supresorni geni sa ciljem supresije tumorogeneze,
proliferacije, diferencijacije i metastaziranja. lako brojne studije pokazuju veliki potencijal primjene
ove metode, postoje odredeni limiti poput etickih dvojbi, potencijalne mutageneze i pogodnih nacina
primjene koji se moraju detaljno istraziti. Optimizacija CRISPR/Cas9 sistema sa ciljem prevazilazenja
ovih limita je esencijalna kako bi se u potpunosti iskoristio potencijal ove metode u personaliziranoj
terapij1.
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Pregledni rad

SAZETAK

Eksperimentalni dizajn je vrlo koristan alat ¢ija je upotreba u savremenoj analitici lijekova, sa ciljem
dobijanjanajoptimalnije analitiCke metode, u stalnom porastu. U ovom preglednom radu su objedinjena
savremena saznanja iz ove oblasti, uz naglaSavanje aplikativne vrijednosti eksperimentalnog dizajna
u razvoju i optimizaciji analitickih metoda. Navedena je klasifikacija razli¢itih tipova dizajna uz
pojasnjenje odabira najkriti¢nijih faktora, njihovoj optimizaciji u cilju dobijanja optimalnih odgovora.
Pojasnjena je primjena Analiticke kvalitete prema dizajnu (AQbD) zasnovane na eksperimentalnom
dizajnu. Dati su primjeri upotrebe eksperimentalnog dizajna u razvojnoj analitici, nacini odabira
dizajna u preliminarnim skrining ispitivanjima, te u dizajnu povrsSine odgovora. Optimizirane HPLC
metode vode otkrivanju visokog stepen slaganja prediktivnog i eksperimentalnog odgovora sistema.
Budu¢nost koriStenja eksperimentalnog dizajna u farmaceutskoj industriji je neupitna, u svim njenim
procesima. Benefit u smislu uStede vremena, ustede hemikalija, te njen multivarijetni pristup kojim
se moze ispitati efekat svih faktora pojedinacno i medusobno joj omogucava primjenu u razvoju,
optimizaciji, te ispitivanju robusnosti analitickih metoda.

Kljucne rijec¢i: HPLC, eksperimentalni dizajn, razvoj analitickih metoda, optimizacija analitickih

metoda
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Review article
SUMMARY

Experimental design is a highly valuable tool, and its application in modern drug analysis, aimed at
achieving the most optimal analytical methods, is continually growing. This review paper synthesizes
current knowledge in the field, highlighting the practical significance of experimental design in the
development and optimization of analytical methods. The classification of different types of design is
given, along with the clarification of the selection of the most critical factors, and their optimization
to obtain optimal answers. The application of Analytical Quality by Design (AQbD) based on
experimental design is clarified. Summaries of several references from the literature are provided as
examples of how experimental design is applied in developmental analytics, including the selection
of designs for preliminary screening trials and response surface designs. Optimized HPLC methods
result in a high degree of agreement between the predicted and experimental responses of the system.
The future of using experimental design in the pharmaceutical industry is unquestionable, in all its
processes. Benefit in terms of saving time, saving chemicals, and its multivariate approach, which can
examine the effect of all factors individually and mutually, enables its application in development,
optimization, and testing the robustness of analytical methods.

Key words: HPLC, experimental design, development of analytical methods, optimization of analytical

methods
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UvVOD

U svrhu razvoja specificne HPLC analiticke metode, koja bi imala maksimalne rezolucije izmedu
pracenih pikova (Schmidt i Molnar, 2013), dugo se koristio tradicionalni pristup razvoja metode
mijenjajuci jedan faktor u vremenu (eng. one factor at the time, OFAT). Nedostaci OFAT pristupa
ogledaju se u nedovoljnom ispitivanju kombinacija svih varijabli koje mogu uticati na hromatografsko
razdvajanje, ograni¢enom razumijevanju potencijala metode, uskom rasponu robusnosti, te
nemogucnosti upravljanja rizikom u kvaliteti (Hubert i sar., 2014).

Razvoj hromatografske metode koja se koristi u savremenoj farmaceutskoj analizi predstavlja vrlo
sloZzen proces. Procjena hromatografskog ponasanja i uspostavljanje optimalnih hromatografskih
uvjeta predstavlja izazov, jer je vazno prikupiti $to viSe korisnih informacija uz minimalan broj
eksperimenata. Za odredivanje optimalnih uslova moze se koristiti viSe pristupa, pri ¢emu su u
literaturi naj¢es¢i OFAT i multifaktorski pristup (Vander Heyden i sar., 2000).

OFAT pristup podrazumijeva promjenu samo jednog faktora dok su svi ostali konstantni, §to
omogucava posmatranje uticaja samo tog jednog faktora na sistem. Ovaj pristup ima ogranicenja jer
ne omoguéava sagledavanje medusobnog uticaja vise faktora, a broj eksperimenata eksponencijalno
raste sa brojem faktora. Takode, uslovi definisani ovim pristupom ne moraju nuzno biti optimalni jer
zavise od pocetnih uslova (Dejaegher i Vander Heyden, 2009; Slutsky, 1998).

Multifaktorski pristup (engl. multifactorial approach) je savremeni pristup ovoj problematici
i podrazumijeva istovremeno testiranje viSe faktora primjenom eksperimentalnog dizajna koji
omogucava postizanje definisanih ciljeva na najefikasniji i najpouzdaniji nacin, uz smanjenje utroska
vremena 1 materijala tokom eksperimentalnog rada. Svaki sistem je cjelina koja se sastoji od tri
osnovna elementa: ulaznih informacija, transformacija i izlaznih informacija (Huinh-Ba, 2009).
Ulazni parametri (faktori) su kvalitativne ili kvantitativne varijable koje mogu uticati na sistem.
Intenzitet ulaznog faktora je odreden kao nivo. Izlazni parametri (odgovori) su jedna kvalitativna i
kvantitativna varijabla koja se posmatra da bi se dobile informacije o ponasanju sistema pod uticajem
ulaznih parametara (Huinh-Ba, 2009).

Mnoge industrije koriste eksperimentalni dizajn, a farmaceutska industrija je jedan od dominantnih
korisnika. U farmaciji, aplikacije obuhvacaju dizajn formulacije, optimizaciju procesa u proizvodnji,
optimizaciju analitickih postupaka, preliminarno testiranje za identifikaciju znacajnih faktora i
testiranje robusnosti i metode i proizvoda (Carlson, 2001; Lundstedt i sar., 1998).

U ovoj fazi se izvode preliminarni testovi na pocetku eksperimentalnog modeliranja — to su testovi
nekoliko faktora da bi se vidjelo da li oni uticu na odgovore sistema, te kako bi se donijela odluka
o odgovaraju¢im nivoima za te faktore. Tu lezi pitanje da li je faktor vazan ili ne. Eksperimentalno
modeliranje se izvodi nakon preliminarnih ispitivanja radi optimizacije metode.

Cilj ovih eksperimenata je da se predvide odgovori svih mogu¢ih kombinacija faktora unutar
eksperimentalnog domena i identifikuju optimalni eksperimentalni uslovi, koji su ¢esto kompromis
izmedu djelimi¢no suprotstavljenih uticaja pojedinih faktora. Pitanje koje se u ovoj fazi postavlja je
koliko je faktor vazan, a odgovor bi trebao pokazati da li je veza izmedu faktora i odgovora pozitivna
ili negativna, te prirodu njihovog odnosa (linearna, kvadratna, eksponencijalna itd.).
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Cilj ispitivanja robusnosti metode ili procesa je potvrditi da li su oni neosjetljivi na male fluktuacije
faktora ili, u protivnom, razumjeti koji su faktor ili faktori odgovorni i promijeniti ih dok ne dodemo
do robusne metode ili procesa. Koriste¢i eksperimentalni dizajn, kroz seriju unaprijed definisanih
eksperimenata, procjenjuje se uticaj prethodno odabranih faktora hromatografskih uslova na odgovore
hromatografskih parametara, te efekti interakcija izmedu izdvojenih faktora (Vander Heyden i sar.,
2000).

Odabir faktora, nivoa faktora i odgovora

Kako bi se definisao faktorski dizajn koji ¢e se koristiti, potrebno je odabrati faktore, nivoe faktora i
odgovore.

Odabir faktora predstavlja vaznu fazu u eksperimentalnom dizajnu. Potencijalno vazni faktori biraju se
naosnovu analize svih mogucih faktora koji mogu uticati na odgovor sistemaili na osnovu preliminarnih
eksperimenata. Odabrani faktori se ukljuuju u eksperimentalni dizajn, dok se ostali faktori drze
konstantnim. Faktori mogu biti kontrolisani, tj. oni koji se lako regulisu, ili nekontrolisani, koji se tesko
reguliSu, ali mogu imati uticaj na sistem. Takode, faktori mogu biti: kvantitativni (npr. pH rastvora,
temperaturakolone,koncentracijapufera, protokmobilnefaze, talasnaduzinadetekcije),kvalitativni(npr.
hromatografska kolona), ili faktori smjese (npr. koncentracija organskog rastvaraca u mobilnoj fazi)
(Vander Heyden i sar., 2001; Vander Heyden i sar., 1998). Osnovna karakteristika kvantitativnih
faktora je njihova moguénost da se mijenjaju u kontinuiranom obimu. Kod hromatografskih metoda,
podesavanje ovih faktora je relativno jednostavno, ali je vazno pravilno ih predstaviti. Treca grupa
su faktori smjese, gdje se za smjesu od p komponenti, nezavisno moze mijenjati samo p — 1. Faktori
koji se mogu razmatrati prilikom procjene robustnosti HPLC metode uklju¢uju: pH mobilne faze,
koncentraciju organskog rastvaraca, koncentraciju pufera, soli, jon-par reagensa, protok mobilne faze,
temperaturu kolone, sastav mobilne faze kod gradijentnog eluiranja, nagib gradijenta, proizvodnu
seriju stacionarne faze kolone, starost kolone, talasnu duzinu kod UV detekcije i1 faktore integracije
kao Sto je osjetljivost.

Odabir nivoa faktora predstavlja odabir obima vrijednosti znacajnih faktora, tj. odredivanje njihovih
grani¢nih vrijednosti u eksperimentu. Tokom preliminarnih ispitivanja obi¢no se koristi Siri opseg
vrijednosti nego u fazi optimizacije. Odabir nivoa zahtijeva iskustvo analiti¢ara. Kod ispitivanja
robustnosti, faktori se obi¢no ispituju na dva nivoa: nizem (-1) i viSem (+1), u odnosu na nominalnu
vrijednost definisanu u fazi optimizacije metode. Vazno je precizno definisati odstupanja nivoa faktora
od njihove nominalne vrijednosti. Preporuka je da se ti nivoi odrede prema nesigurnosti koja se
moze ocekivati pri njihovom podeSavanju — §to je obicno uzak interval. S druge strane, ako se faktor
ispituje u Sirem obimu, moguce je izvu¢i dodatne zakljucke, ali se povecava i vjerovatnoca da faktor
ima znacajan efekat. Ako se pokaze da nema znacajan uticaj ni u Sirem obimu, to poveéava kvalitet
metode, odnosno njenu robustnost. Znanje stec¢eno tokom razvoja i optimizacije metode je od velike
pomoci prilikom definisanja nivoa, pa se ta odluka cesto prepusta analiticaru.

Odabir odgovora zavisi od cilja eksperimenta i moze biti kvantitativan (numericka vrijednost) ili
kvalitativan. Kvantitativni odgovori, poput sadrzaja aktivne supstance, sadrzaja necistoca, povrsine
ili visine pika, koriste se za kvantitativnu provjeru analitiCke metode. S druge strane, odgovori koji
definisu kvalitet separacije — kao Sto su faktor rezolucije, faktor selektivnosti i retencioni faktor —
omogucavaju odredivanje testa pogodnosti sistema (System Suitability Test — SST).
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Klasifikacija eksperimentalnih dizajna koristenih u razvoju HPLC metode

Klasifikacija eksperimentalnih dizajna koristenih u razvoju HPLC metode je data na slici 1. (Janci¢
Stojanovié, 2013).

Eksperimentalni
dizajn
! | !
Probirni Dizajn povrsine odgovora
dizajn (RSM)
Faktorski l l
Dizajn
Simetricni Asimetri¢ni
Puni faktorski dizajn dizajn dizajn
Frakcioni faktorski dizajn
Zasiceni faktorski dizajn Centralni ) ittt
— kompozitni e
dizai dizajn
Plackett-Burman 1Zzajn
Dizajn
Reflektirani - Box—]?.ehnken
dizajn
—— Uvecani
Zasiceni dizajn i Doehlert
dizajn
— Dva nivoa
— ViSe nivoa

—— Mjesoviti nivo

D-optimalni dizajn

Slika 1. Klasifikacija eksperimentalnih dizajna (Dejaegher i Vander Heyden 2009)

Preliminarni eksperimenti ili probirni dizajn se izvode primjenom punog faktorskog dizajna (eng.
Full Factorial Design, FFD). U slu¢aju velikog broja faktora preliminarni eksperimenti se izvode
primjenom frakcionog faktorskog dizajna (eng. Fractional Factorial Design).

Karakteristika punog faktorskog dizajna je da ispituje svaki faktor na dva nivoa i u centralnoj tacki,
Sto daje procijenu uticaja faktora ili interakcija izmedu faktora na cjelokupni sistem.

Primjenom punog faktorskog dizajna istrazuju se sve grani¢ne vrijednosti analiziranih faktora. Broj

faktora koji se ispituju se oznacava sa n, a broj nivoa odabranih faktora sa k, pa je ukupan broj
eksperimenata za puni faktorski dizajn k.
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Najmanji broj eksperimenata je Cetiri, kada ispitujemo dva faktora na dva nivoa, ili 2%, uz jo$ tri do
pet eksperimenata koji se ispituju u centralnoj tacki. Na ovaj nacin se uzima u obzir eksperimentalna
greska, te smanjuje rizik nelinearnog odnosa u centralnoj tacki.

Geometrijski se ovaj tip eksperimentalnog dizajna moze prikazati kao kvadrat gdje svaka tacka u
prostoru faktora predstavlja jedan eksperiment (slika 2).

(-1:+1) r1:+1)

o 1 | .
[==]
£ ® 00
i
Demii (-1) | 4
¢1:1) (+1:-1)
Donji(-1) FaktorA  Gomyi (+1)

Slika 2. Eksperiment faktorskog dizajna 2° (Dejaegher i Vander Heyden 2009)

U slucaju punog faktorskog dizajna, kada ispitujemo tri faktora na dva nivoa, ili 2°, uz jos tri do pet
eksperimenata koji se ispituju u centralnoj tacki se moze geometrijski predstaviti kao kocka, gdje je
svaka tacka kocke ustvari jedan eksperiment (slika 3).
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Slika 3: Eksperiment faktorskog dizajna 2° (Dejaegher i Vander Heyden 2009)

Svaki faktor se definiSe donjom i gornjom grani¢cnom vrijednos¢u. Obi¢no se donja grani¢na
vrijednost oznacava kao -1 ili jednostavno ,,—, a gornja kao +1 ili ,,+*. Nivo faktora u centralnoj
eksperimentalnoj tacki oznacava se kao 0.

Puni faktorski dizajn se koristi kada se ispituje uticaj dva do Cetiri faktora na dva nivoa. Medutim, kada
broj faktora iznosi pet ili viSe, primjena punog faktorskog dizajna zahtijeva veliki broj eksperimenata,
Sto Cesto nije prakticno ni ekonomski isplativo. Zbog toga se u takvim slucajevima koristi frakcioni
faktorski dizajn — dizajn u kojem se istrazuje samo dio grani¢nih vrijednosti analiziranih faktora. On
se koristi i tokom preliminarnih ispitivanja, ali i u procjeni robustnosti.
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Puni faktorski dizajn se koristi u preliminarnom ispitivanju hromatografskog ponasanja smjese
aktivnih supstanci, te njihovih smjesa s ne¢isto¢ama u farmaceutskim doznim oblicima (Raki¢ i sar.,
2014). Takode se koristi za optimizaciju HPLC uslova separacije aktivne farmaceutske supstance
(API — Active Pharmaceutical Ingredient) i njenih necisto¢a kada se ispituje mali broj faktora (Janci¢-
Stojanoviéisar., 2010). Frakcioni faktorski dizajn se, s druge strane, primjenjuje u procjeni robustnosti
metode (Kasagic¢ i sar., 2013).

Zasiceni faktorski dizajn (Saturated Factorial Design — SFD) je dizajn kod kojeg su svi stepeni
slobode iskoriSteni za procjenu parametara, bez preostalog stepena slobode za procjenu varijanse
greske. Ovaj dizajn procjenjuje opstu srednju vrijednost 1 glavne efekte, dok se interakcije viseg
reda zanemaruju. U posljednjim godinama raste interes za optimalni zasi¢eni dizajn glavnog efekta,
posebno u slucajevima sa dva ili tri faktora na dva nivoa. Medutim, problem postaje sloZeniji kada se
eksperimenti izvode sa tri ili Cetiri faktora na tri ili viSe nivoa.

Pored faktorskog dizajna, koristi se i Plackett-Burman-ov dizajn, odnosno smanjeni faktorijelni
dizajn na dva nivoa koji ima povoljne karakteristike poput ravnoteze i ortogonalnosti. Ukupan broj
eksperimenata (N) je uvijek visekratnik broja 4 (4, 8, 12, 16, 20, 24...), a za N eksperimenata moze
se analizirati N—1 faktora. Glavna prednost ovog dizajna je §to omogucava procjenu velikog broja
faktora sa malim brojem eksperimenata (npr. za 11 faktora potrebno je samo 12 eksperimenata)
(Armstrong, 2006).

Zasiceni dizajn (Saturated Design — SD) moze se uporediti s vjestim ljekarom koji pacijentu postavlja
nekoliko preciznih pitanja kako bi otkrio bolest ili problem. S druge strane, ako pacijent sam nabraja
sve simptome bez usmjerenih pitanja, mozda ¢e do¢i do tacne dijagnoze, a mozda i ne¢e. Dobro
osmisljeni eksperimenti, kao §to su zasi¢eni dizajni, skracuju vrijeme potrebno za identifikaciju
glavnih efekata u sistemu, uz visok stepen tacnosti.

Zasi¢eni dizajni su najprikladniji za pocetna ispitivanja i preporucuju se kada se radi o novom sistemu
sa velikim brojem faktora. Oni su obi¢no rezolucije III i omogucavaju odredivanje glavnih efekata uz
minimalan broj eksperimenata.

Eksperimenti poput centralnog kompozitnog dizajna, Box-Behnken dizajna i punog faktorskog dizajna
na tri nivoa pripadaju grupi dizajna povrsine odgovora (Response Surface Methodology — RSM). Rije¢
je o vrstama eksperimentalnog dizajna koji omoguéavaju uspostavljanje kvadratne funkcionalne
zavisnosti izmedu faktora i odgovora, odnosno, zahtijevaju primjenu kvadratnog modela.

RSM je skup matematickih i statistickih tehnika koje se koriste tokom razvoja, unapredenja ili
optimizacije procesa. Primjena RSM metode obuhvata sljedece korake:

Izbor faktora za analizu (na osnovu preliminarnih ispitivanja),

Izbor odgovarajuéeg eksperimentalnog dizajna i izvodenje eksperimenata,
Matematicko-statisticka obrada podataka,

Procjena adekvatnosti modela,

Dobijanje optimalnih vrijednosti za svaki parametar uz pomo¢ graficke analize
(Mason i sar., 2003; Bezerra i sar., 2008).

M NS
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Graficki prikaz odgovora sistema u funkciji ispitivanih faktora naziva se povrSina odgovora. Kako bi
se u potpunosti sagledao uticaj faktora na odgovore sistema i pronasli optimalni uslovi, potrebno je
prikazati uticaj dva faktora kao povrSinu u trodimenzionalnom prostoru.

Kompozitni dizajn se Cesto koristi za optimizaciju jer sadrzi donju i gornju grani¢nu vrijednost,
eksperimente u centralnoj tacki, kao i tzv. eksperimente zvijezde (engl. Axial experiments).

U ovom dizajnu svaki faktor se ispituje natri do petnivoa. U poredenju s preliminarnim eksperimentima,
odabir faktora i odgovora u ovoj fazi je jednostavniji, jer su ve¢ identifikovani oni faktori koji imaju
znacajan uticaj na odgovore sistema. U toj fazi se odnos izmedu faktora i odgovora ispituje koristenjem
kvadratnog regresionog modela.

Centralni kompozitni dizajn je proSirena verzija punog i frakcionog eksperimentalnog dizajna na dva
nivoa (Toms i sar., 2017). Postoji nekoliko varijanti:

e CCC (Central Composite Circumscribed),

e CCF (Central Composite Face-centered),

e CCI (Central Composite Inscribed).

CCC dizajn se sastoji od:

o grani¢nih faktorskih eksperimenata na dva nivoa,

e simetri¢no rasporedenih ,,zvjezdastih“ eksperimenata,
e ponovljenih eksperimenata u centralnoj tacki.

Na ovaj nacin svaki od faktora se ispituje na pet nivoa. Karakteristika CCC dizajna je ta da se
eksperimenti zvijezde nalaze izvan opsega grani¢nih vrijednosti.

Takode, kod dizajna sa dva faktora, grani¢ni i zvjezdasti eksperimenti se nalaze na kruZznici

poluprecnika 1,41, dok se kod dizajna sa tri faktora nalaze na povrsini lopte poluprecnika 1,682 (vidi
sliku 41 5).

Slika 4. Eeksperimenti CCC dizajna sa dva faktora (Toms i sar., 2017)

Slika 5. Eksperimenti CCC dizajna sa tri faktora (Toms i sar., 2017)
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CCF dizajn ispituje svaki faktor na tri nivoa i u slucaju tri faktora sadrzi eksperimente koji predstavljaju
centralne tacke na stranicama kocke (slika 6). U ovom slucaju eksperimentalni prostor je kocka, a
ne lopta. CCF se smatra standardnim dizajnom koji podrzava kvadratni regresioni model (Carlson,
2001).

Slika 6. Eksperiment CCF dizajna sa tri faktora (Toms i sar., 2017)

CClI dizajn je modificirana verzija CCC dizajna, gdje je CCC dizajn podijeljen s a za generisanje CCI
modela. Na kraju je utvrdeno da su CCC i CCI rotacijski model (slika 7) (Bhattacharya, 2021).

Slika 7. Eksperiment CCI dizajna sa tri faktora (Toms i sar., 2017)

Centralni kompozitni dizajn se najcesce koristi za definisanje retencionog ponasanja (Pous-Torres i
sar., 2008), optimizaciju HPLC uslova (Crevar-Sakac i sar., 2013), kao i procjenu robustnosti metode
(Petkovska i Dimitrovska, 2008; Petkovska i sar., 2008).

Box-Behnken dizajn je dizajn povrSine odgovora na tri nivoa. On zahtijeva manji broj eksperimenata
(npr. kada se proucavaju tri faktora, potreban broj eksperimenata je 13, dok je kod centralnog
kompozitnog dizajna 15). Ovaj dizajn ne ukljucuje eksperimente u kojima su svi faktori istovremeno
na najvisem ili najnizem nivou. Primjenjuje se kada je poznato da se optimum nalazi u centralnom
podrucju eksperimentalne domene, ili kada eksperimentalne tacke sa svim faktorima na ekstremnim
nivoima nisu korisne ili nisu izvedive (Hibbert, 2012; Dejaegher i Vander Heyden, 2011). Box-
Behnken dizajn se uglavnom koristi za optimizaciju HPLC metoda sa tri vazna eksperimentalna
faktora.

Doehlert dizajn je nerotirajuc¢i dizajn koji omogucéava analitiaru da odabere razli¢it broj nivoa za
razlicite faktore. Faktorima koji se smatraju vaznijim moze se dodijeliti ve¢i broj nivoa. Ovaj dizajn je
da je Doehlert dizajn koristen za optimizaciju sastava mobilne faze i brzine protoka mobilne faze u
ve¢ini HPLC studija (Jebali i sar., 2019).

D-optimalni dizajn je posljednja kategorija dizajna koja omogucava ispitivanje faktora na razli¢itim
brojevima nivoa, §to moze dovesti do asimetri¢nog oblika ispitivane domene. Na primjer, D-optimalni
dizajn je asimetri¢an dizajn. Dizajni koji se koriste isklju¢ivo za proucavanje varijabli smjese, odnosno
za optimizaciju sastava HPLC mobilne faze, nazivaju se dizajni smjese.
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Podaci dobijeni eksperimentalnim dizajnom analiziraju se koriStenjem raCunarskih metoda, tj.
izraCunavanjem regresionog modela primjenom metode najmanjih kvadrata. Kada se ova metoda
koristi za modeliranje uticaja veceg broja faktora, rije¢ je o primjeni viSestruke linearne regresije
(engl. Multiple Linear Regression, MLR). Multipla regresiona analiza koristi se kada je potrebno
uspostaviti matematicku vezu izmedu vise faktora i jednog odgovora sistema (Armstrong, 2006).

Dobijeni matematicki model omoguc¢ava procjenu efekta pojedinacnih faktora ili interakcija izmedu
faktora na posmatrani odgovor sistema. Za opisivanje odnosa izmedu faktora i povezivanje informacija
o promjenama faktora sa promjenama odgovora, naj¢esée se koriste polinomijalne funkcije.

Postoje tri osnovna polinomijalna modela:
1. Linearni model (jednacina 1),
2. Model interakcija (jednacina 2),
3. Kvadratni model (jednacina 3).

Odabir odgovaraju¢eg modela zavisi od cilja eksperimenta — na primjer, za optimizaciju se koriste
kvadratni modeli, dok se u preliminarnim istrazivanjima ¢esto koriste modeli interakcije (Pordevi¢
Filijovi¢, 2015).

Y=o+ Bixy + Baxy +-t € (1.)
Y = Bo + Bixy + Baxy + Praxix, +-t € (2.)
Y = Bo + Buxy + Boxy + Braxi + BaoX; + Braxix,+.. . +e (3.)
gdje su:

X5 X,y ..o X — faktori

B, B,s By-.....p, — koeficijenti regresionog modela
¢ —rezidua tj. odstupanje modelovanja
y — odgovor sistema.

Koeficijenti regresionog modela pokazuju uticaj pojedinih faktora. Njihove vrijednosti odgovaraju
polovini odgovarajuce procjene efekta.

Kada se prati uticaj visSe faktora na jedan odgovor sistema oni se medusobno povezuju formiranjem
jednog modela, sa jednim setom regresionih koeficijenata. Sa druge strane, ukoliko se kao rezultat
uticaja viSe faktora prate promjene nekoliko odgovora sistema (npr. M), tada se za opisivanje
medusobnog odnosa medu njima formira M modela i M setova regresionih koeficijenata.

Analiza varijanse, ANOVA, predstavlja statisticki alat koji se koristi za procjenu regresionog modela
i eksperimentalnog dizajna, odnosno nacina na koji je opisan odnos izmedu faktora i odgovora
sistema. Za kvantifikaciju varijabilnosti koristi se zbir kvadrata (eng. Sum of Squares, SS). ANOVA
omogucava podjelu ukupne varijanse izabranog odgovora sistema na dvije komponente, jedna koja
potice od regresionog modela i druga koja potice od rezidua (jednacina 4).

SStotal corrected — SSregression + SSresidual (4)
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gdje je:
SS, . cormecte d-uliupna Varij ansa odgovora korigovana za prosjecnu vrijednost
.- varijansa koja se moze modelovati
regression .. . . .
SS_ ...~ varijansa koja se ne moZe modelovati

Za model kazemo da je dobar ukoliko mu je varijansa koja se moze modelovati (S8, gression) velika, a
ona koja se ne moze modelovati (SS__, ) mala. Varijansa koja se ne modeluje moze da se podijeli
na varijansu koja potie od nesavrSenosti modela (SS_ )i varijansu do koje dolazi prilikom
ponavljanja eksperimenata tzv. eksperimentalnu nesigurnost (SS

replicate error) :

SSresidual = SSmodel error + SSreplicate error (5 )

U idealnom slucaju SS_ i SS, piicate error SU male i slicne veliCine.
Numeric¢ke vrijednosti ovih varijansi porede se primjenom F-testa. Prvi F-test poredi SSgression
pri broju stepeni slobode (d.f.=P-1) sa SS__ pri broju stepeni slobode (d.f.=N-P), gdje je P broj
koeficijenata u jednacini regresionog modela, a N ukupan broj eksperimenata uklju¢ujuéi ponavljanja.
Izmedu dvije varijanse postoji statistiCki znacajna razlika kada je p<0,05. Drugi F test poredi SS__ -
orop PT1 DrOju stepeni slobode (d.f.=F-P) i SS, pticate error pri broju stepeni slobode (d.f.=N-F), gdje je F
broj kombinacija eksperimenata u eksperimentalnom dizajnu. Drugi F test se zove lack-of-fit test i
sluzi za procjenu validnosti modela. Kada je vrijednost greske modela niska i model dobro opisuje
eksperimentalne podatke, za takav model kazemo da nema lack-of-fit. U ovim situacijama p>0,05.

ANOVA test daje procjenu i drugih indikatora performansi modela, kvadrata koeficijenta korelacije
R?, kvadrata koeficijenta korelacije prilagodenog ukupnom broju eksperimenata R? . (eng. Goodness
of fit) 1 sposobnosti modela za predvidanje Q? (eng. Goodness of prediction). Kvadrat koeficijenta
korelacije, R?, ukazuje na moguc¢nost modela da dobro opise eksperimenatino dobijene podatke, dok
Q? pokazuje sposobnost modela da predvida nove eksperimentalne podatke. Dobar model ima visoke
vrijednosti R? i Q?, koje se priblizavaju jedinici, kao i razliku R?-Q%<0,2-0,3 (Pordevi¢ Filijovi¢,
2015).

Funkcije hromatografskog odgovora

Funkcija hromatografskog odgovora (eng. Chromatographic Response Function, CRF) je vrlo korisno
matematicko rjeSenje, tj. koeficijent koji vrijednuje hromatografsku metodu sa aspekta vise definisanih
kriterijuma kvalitete (Janci¢-Stojanovic i sar., 2010; Kasagi¢ i sar., 2013; Bezerra i sar., 2008; Cela
i sar., 1989). U hromatografiji pod visokim pritiskom CRF se izraCunava iz raznih hromatografskih
karakteristika pikova supstanci iz smjese, kao Sto su Sirina pika, vrijeme zadrzavanja, simetrija, itd.
Koristi se kako bi se pomogao razvoj i optimizacija hromatografskih metoda, naro€ito za smjese sa
vecim brojem supstanci, gdje postoji moguénost preklapanja pikova, kao kod analiza srodnih supstanci.
Pomocu ovih funkcija se pored razdvajanja komponenata, procjenjuju i druge karakteristike metode
kao $to su vrijeme trajanja hromatografske analize, simetrija pika, itd. Sa matematickog aspekta su
dizajnirane tako da se sastoje iz nekoliko ¢lanova, od kojih svaki procjenjuje po jednu karakteristiku
kvalitete hromatograma. Kombinacijom svih ¢lanova se dobije finalna numericka vrijednost. Na taj
nacin ¢e svaki hromatogram biti jednako ocijenjen, pa se jedino tako svi hromatogrami mogu porediti
i rangirati (Cela 1 sar., 2003). Do sada je poznat velik broj funkcija hromatografskog odgovora
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(Berridge, 1982; Schlabach i Excoffier, 1988; L. Morgan i N. Deming, 1975; Dose, 1987; Bylund i
sar., 1997; Glajch i sar., 1980; Duarte i Duarte, 2010; Djordjevi¢ Filijovi¢ i sar., 2014), ali se ¢ini da ni
jedna nije savrsena, te svaka sadrzi nekoliko ogranicenja koja se moraju uzeti u obzir prije nego Sto ih
se odabere kao kriteriji za optimizaciju, naro€ito zbog €injenice da razlike u matematickom pristupu
mogu dovesti do znacajnih razlika u procjeni hromatograma.

Vecina funkcija hromatografskog odgovora sastoji se iz ¢lana koji procjenjuje razdvajanje i ¢lana
koji procjenjuje duzinu trajanja hromatografske analize. Pojedine CRF koje su dizajnirane za analizu
viSekomponentnih smjesa sadrze i ¢lan koji mjeri broj supstanci koje se eluiraju. Ovaj ¢lan najcesce se
definiSe kao broj pikova koji su se eluirali na hromatogramu. Vec¢ina hromatografskih funkcij asadrzi
i tezinske faktore koji prate navedene ¢lanove. Na taj nacin se kreiraju funkcije koje su prilagodljive
raznim problemima, jer se analiti¢aru omogucava da definiSe svoja oCekivanja u vezi sa problemom
koji rjeSava.

Hromatografska funkcija (CRF), kojuje uveo Beridz (Berridge, 1982), procjenjuje kvalitet razdvajanja
prema sljedecoj jednacini:

gdje je Ri-rezolucija izmedu i-tok pik para, L-broj parova pikova, T, -specificirano vrijeme analize, T -
vrijeme zadrZavanja posljednjeg pika, T -vrijeme zadrzavanja prvog pika, T -definisano minimalno
vrijeme zadrzavanja, w :2, w,:1, w.:0,5 - tezinski faktori koje bira analiticar.

Beridzova funkcija je prva funkcija hromatografskog odgovora poznata u literaturi. Sastoji se iz Cetiri
¢lana: prvi procjenjuje kvalitet separacije sabirajuéi faktore rezolucije (¥i_,; Ri), drugi procjenjuje
broj pikova koji su se pojavili na hromatogramu (L), tre¢i procjenjuje vrijeme trajanja hromatografske
analize (74-Tr) i Cetvrti procjenjuje vrijeme zadrzavanja prvog pika koji se pojavio na hromatogramu
(T'+-To). Naosnovu jednacine se moze zakljuciti dau seriji analiza radenih primjenom eksperimentalnog
dizajna, najveéu CRF vrijednost ima¢e hromatogram sa najbolje razdvojenim pikovima analiziranih
jedinjenja.

Jedan od nedostataka ove hromatografske funkcije je to Sto loSe razdvojeni pikovi ne uti¢u mnogo na
njenu vrijednost, ve¢ se kvalitet hromatograma odreduje dobro razdvojenim pikovima. Razdvajanje
na baznoj liniji je pouzdano ukoliko pikovi imaju oblik Gausove krive, dok se u slucaju asimetri¢nih
pikova tesko odreduje faktor rezolucije (Siouffi i Phan-Tan-Luu, 2000a). Medutim, ukoliko se CRF-
funkcijom obuhvati samo razdvajanje pikova koji nisu dobro razdvojeni, CRF postaje vazan parametar
pri optimizaciji metoda u tecnoj hromatografiji.

Hromatografska eksponencijalna funkcija (eng. Chromatographic Exponential Function, CEF) koju
je prvi primijenio Moris (Morris i sar., 1996) izracunava se prema sljede¢oj jednacini:

CEF = [(Z1(1 = eCore20)") 1] [1 4+ L] (7)

tmax

gdje je R~ optimalna rezolucija za i-ti pik par (maksimalno dobijena R, vrijednost je koriStena kao
optimalna rezolucija i-tog pik para), R, - rezolucija izmedu i-tog pik para, T, - specificirano vrijeme
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analize, T, - vrijeme zadrzavanja posljednjeg pika, t - maksimalno prihvatljivo vrijeme, t - vrijeme
zadrzavanja posljednjeg pika, a - faktor za podesavanje nagiba krive koji iznosi 3 i n - broj o¢ekivanih
pikova.

((Z?:f(l — ea(Rops—Rf))z) + 1) (8)

Eksponencijalna funkcija sadrzi dva ¢lana: prvi koji procjenjuje razdvajanje i drugi koji procjenjuje
vrijeme trajanja analize (1 + i:] Jednacina pokazuje da ¢e u seriji analiza radenih primjenom
eksperimentalnog dizajna najman}fj'h vrijednost imati hromatogram sa najbolje razdvojenim pikovima

ispitivanih jedinjenja. Prednost ove hromatografske funkcije je to §to nema nedefinisanih tacaka i
manji akcenat se stavlja na vrijeme trajanja analize u odnosu na rezoluciju, §to ima vise smisla.

Glajcova hromatografska objektivna funkcija (eng. Glajchs Chromatographic Objective Function,
COF) (Glajch i sar., 1980) se izra¢unava prema sljedecoj jednacini:

COF = Z?zl Ailn (RifRid) + B(tm - tn) 9)

gdje su R, i R, eksperimentalno dobijeni i Zeljeni rezolucioni faktori izmedu susjednih pikova,
posljedi¢no, t it su Zeljena i eksperimentalno dobijena vremena zadrzavanja zadnjeg eluirajuceg
pika, odnosno A, i B su teZinski faktori.

Dozova hromatografska funkcija odgovora (eng. Dose, D, .. ) se izraCunava prema sljedecoj formuli:

0,CRF
— tpn —R<:i:/R .
Docrr = ﬁ + Zi;tj e s,ij/Rs,crit (10)

gdje sut, it . vremena zadrzaavanja zadnjeg eluirajueg pika i Zeljenog vremena zadrzavanja,
odnosno, R, je eksperimentalno dobijen faktor rezolucije izmedu susjednih pikova dok je R_ ; Zeljeni
faktor rezolucije postavljen od analiticara.

Slabahova hromatografsko rezoluciona statisticka funkcija (eng. Schlabach chromatographic
resolution statistics, CRS)(Schlabach i Excoffier, 1988) se izratunava prema sljedecoj formuli:

CRS = {yp [Sfee fop)_ s D L g (11)

Ri(Ri—Rmin)> (n—1)Rav? n

gdje su R, R iR . eksperimentalno dobijeni, Zeljeni/optimalni i minimalno prihvatljivi faktori
rezolucije. R je prosje¢na vrijednost svih eksperimentalno dobijenih faktora rezolucije, t, je vrijeme
eluiranja zadnjeg eluirajuc¢eg pika i n je ukupan broj pikova na hromatogramu.

Duarteova hromatografska funkcija odgovora (eng. Duartes chromatographic response function,

D;) se izraCunava prema formuli:

Dere = YN @5, + N — (B2 (12)

rL

gdje je t, , vrijeme eluiranja posljednjeg pika, t je volumen mobilne faze u koloni, N je ukupan broj
pikova koji se pojavljuju na hromatogramu i @ se racuna prema Karlovoj jednacini, kako slijedi:
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HyX|tp1—trs
Bs;=1— (M x (H; — Hs) + Hg X |fR,1 - fR.s|))
Rv—tR;s (13)

gdje su H_ i H, visine susjednih pikova, H_je visina doline, t, it  su vremena zadrzavanja pikova i
t. . je vremenska pozicija doline.

Funkcija hromatografskog odgovora treba biti dovoljno pouzdana i sposobna da sa zadovoljavaju¢om
tacnoS¢u procjenjuje hromatograme, ali nije realno ocekivati da je niti jedna odabrana ,,idealna®.
Takva funkcija bi trebala da bude efikasna u poredenju i razlikovanju hromatograma, efikasna u
kvantitativnom rangiranju kvalitete hromatograma, da odgovara ocekivanjima analitiCara, da
zavisi od parametara koje analiticar moze kontrolisati, a ne ukljuuje parametre koje nije moguce
kontrolisati, da posjeduje korelaciju sa separacionim parametrima da bi uz pomo¢ nje analiti¢ar znao
Sta da poboljsa kod narednog eksperimenta i da bude matematicki korektna (Crevar-Sakac i sar.,
2013; Petkovska 1 Dimitrovska, 2008).

Eksperimentalni dizajn (DoE) — pristup zasnovan na razvoju i validaciji RP-HPLC analiticke
metode za odredivanje Efavirenza (EFZ) u bulku i formulacijama

Preliminarna ispitivanja su provedena upotrebom Plackett-Burman dizajna za identifikaciju faktora
koji znacajno uti¢u na odgovore, kao vrijeme zadrzavanja, broj teoretskih tavana, tailing faktor (10%)
1 visinu ekvivalentnu teoretskom tavanu HPLC metode (Saha i Pandey, 2022). Udio acetonitrila u
mobilnoj fazi, temperatura kolone, molarnost pufera, volumen injiciranja, pH pufera, brzina protoka
i talasna duzina detekcije zavisni su faktori koji zapravo uticu na odgovore HPLC metode. Svi
zavisni faktori varirali su u dva nivoa predstavljeni kao +1 i —1. Design-Expert® Software verzija 8.1
predlozio je ukupno 12 eksperimenata za preliminarna ispitivanja.

Na osnovu preliminarnih ispitivanja su odabrani faktori koji kriti¢éno uticu na odgovore HPLC
metode i studija optimizacije provedena je koriStenjem Box Behnken dizajna. Utvrdeno je da su
udio acetonitrila u mobilnoj fazi, pH pufera i brzina protoka znacajni faktori za odgovore, tj. vrijeme
zadrzavanja i1 broj teoretskih tavana HPLC metode. Sva tri zavisna kriti¢na faktora data su na tri
nivoa: visoki (+1), srednji (0) 1 niski (-1). Za udio acetonitrila u mobilnoj fazi (+1) = 60%v/v, (0) =
55%v/vi(-1) = 50%v/v, za pH pufera (+1) =6, (0) =51 (—1) = 4 1 za brzinu protoka (+1) = 1,25 ml/
min, (0) = 1,00 ml/min i (—1) = 0,75 ml/min. Dizajnirana je matrica s ukupno 17 eksperimenata kao
Sto je predlozio Design-Expert® te je koriSteno 33 eksperimenta za Box-Behnken dizajn. Cilj studije
optimizacije bio je posti¢i minimalno vrijeme zadrzavanja, s maksimalnim brojem teoretskih tavana,
te dobiti dobar, ostar, dobro razdvojen EFZ pik.

Statisti¢ka analiza podataka provedena je koriStenjem Design-Experta® uz pomo¢ Pareto dijagrama.
Pareto dijagrami pokazali su da su vrlo znacajni faktori udio acetonitrila u mobilnoj fazi, pH i
brzine protoka, na oba odgovora, tj. vrijeme zadrzavanja i broj teoretskih tavana HPLC metode jer
je utvrdeno da su veci od granice t-vrijednosti i Bonferronijeve granice u Pareto dijagramima, s
visokom statistickom signifikantnos¢u. Sva tri faktora negativno su uticala na vrijeme zadrzavanja
1 broj teoretskih tavana. Ova tri parametra koji znacajno uti¢u na odgovore su zatim odabrani kao
kriti¢ni faktori za studije optimizacije metode koristenjem Box-Behnken dizajna. Studija optimizacije
metode je provedena kako bi se dobila optimizirana i validirana hromatografska metoda. Dobijeni
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podaci uklopljeni su u razli¢ite modele, a kona¢ni model odabran je ovisno o najvisoj F-vrijednosti,
p-vrijednosti i r* za buduce eksperimente. Model je potvrden koristenjem dvostranog ANOVA testa.

Dijagrami povrsine odgovora su pokazali isti odnos izmedu faktora i odgovora hromatografske metode
kao i regresioni koeficijenti iz polinomnoe jednacine. Na vrijeme zadrzavanja, udioacetonitrila i pH
imaju negativan efekat kada se brzina protoka odrzava na srednjem nivou.

Dijagrami su pokazali da pH nema znacajan efekat na vrijeme zadrzavanja, ali brzina protoka
ima negativan efekat na vrijeme zadrzavanja. Isto potvrduju i regresioni koeficijenti u polinomnoj
jednacini.

Udio acetonitrila i pH mobilne faze imaju negativan efekat na broj teoretskih tavana kao i kada se
zadrzava pH na srednjem nivou. Postoji negativan efekat pH i brzine protoka na broj teoretskih
tavana kada se udio acetonitrila odrzava konstantnim na srednjem nivou. Isto potvrduju regresioni
koeficijenti u polinomnoj jednacini za broj teoretskih tavana.

Na kraju je zakljuceno da su optimalni uslovi sljedeéi: udio acetonitrila: 51,17% v/v, pH: 4,04, brzina
protoka: 1,25 ml/min, dok su dobijeni odgovori vrijeme zadrzavanja: 11,031 min i broj teoretskih
tavana: 9.498.787. Koriste¢i gore navedene optimizirane hromatografske uslove provedeno je Sest
eksperimenata i odgovori su uporedeni s predvidenim vrijednostima koje je dao model, koriste¢i t-test.
Rezultati statistickog ispitivanja pokazali su da srednje vrijednosti i vrijednosti standardne devijacije
za vrijeme zadrzavanja i broj teoretskih tavana nisu znacajno razlicite, na 0,05 nivou signifikantnosti.

Optimizacija RP-UFLC metode za simultanu kvantifikaciju Remogliflozina (REM) i
Teneligliptina (TEN) koriStenjem eksperimentalnog dizajna

Za optimizaciju metode je koristen dizajn povrSine odgovora (RSM) ili multivarijetni optimizacijski
pristup koji ispituje efekte razli¢itih varijabilnih faktora (Panchal i Dhalani, 2024). KoriStenjem RSM-a
je potrebno manje vremena i zahtijeva manje eksperimentiranja. RSM daje vrijedne informacije o
medudjelovanju razlicitih hromatografskih parametara ukljucujuéi relevantne podatke i statistiku.
Eksperimentalni dizajn koristio je trofaktorski Box-Behnkenov dizajn na tri nivoa. Tri faktora brzina
protoka (1,8; 2,0; 2,2), pH (4,5; 5,0; 6,0) i koncentracija acetonitrila (55%; 60%; 65%) su bili uzeti
u obzir kao hromatografski parametri. Rezolucija izmedu pikova i vrijeme zadrzavanja REM-a su
koristeni kao odgovori. Koriste¢i pet centralnih tacaka i slu¢ajnim redoslijedom provedeno je 17
testova prema Design Expert ver.13. Kvadratni regresioni model je koriSten za procjenu uticaja faktora
na rezoluciju 1 vrijeme zadrzavanja. Vrijednosti regresionih koeficijenta kao i p-vrijednosti (p <0,05)
pokazale su da je rezolucija izmedu pikova pod znacajnim uticajem svakog od tri faktora, te da je
svaki od tri faktora imao vazan efekat na vrijeme zadrzavanja. Efekat protoka, pH i udio acetonitrila,
kao 1 kvadratni efekat ovih varijabli na rezoluciju su bili vrlo zna¢ajni (p<0,001). pH i rezolucija je
pokazala pozitivnu vezu, ali je udio acetonitrila i protok imao suprotan efekat. Sve tri karakteristike su
smanjile rezoluciju izmedu REM i TEN. F-vrijednosti u odnosu na model su bile 759,70 za rezoluciju,
odnosno 189,18 za vrijeme zadrzavanja, dok je p< 0,05. S visokim vrijednostima rezolucije i niskom
vrijedno$¢u vremena zadrzavanja za REM, regresioni koeficijenti odgovaraju modelu. Uzevsi u obzir
graficki prikaz povrsina, rezolucija se poboljSava snizavanjem postotka acetonitrila. Krace vrijeme
analize postize se smanjenjem postotka acetonitrila, jer je povecanje koncentracije acetonitrila dovelo
do smanjenja vremena zadrzavanja REM-a, ali i smanjenja rezolucije. O¢ekivana i stvarna vrijednost
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rezolucije su bile slicne. Vrijeme zadrzavanja za REM od 1,2—-1,5 i rezolucija izmedu pikova od
6,0—6,5 su odabrane kako bi se dobila metoda ultra-brze te¢ne hromatografije (eng. Ultra-Fast Liquid
Chromatography, UFLC) sa odgovaraju¢im trajanjem analize i prihvatljivom visokom rezolucijom.
U konacnici, model je pokazao da su optimalni hromatografski uslovi 59% acetonitrila, pH 5,1 i
protok 2,2 ml/min.

Razvoj, optimizacija i validacija RP-HPLC metode za kvantifikaciju Resveratrola (RSV)

U ovoj studiji, preliminarna ispitivanja su uradena koristenjem 2° punog faktorijelnog dizajna, te je
provedeno ukupno 8 eksperimenata (Shah i Nayak, 2019). Praceni su efekti neovisnih faktora kao §to su
udio acetonitrila, pH puferske otopine amonijevog acetata i brzina protoka mobilne faze na odgovore
kao vrijeme zadrzavanja, povrSina, tailing faktor (10%) i broj teoretskih tavana pomocu dijagrama
perturbacije u softveru Design Expert verzija 9.0.3.1. Dijagram perturbacije je pokazao da na vrijeme
zadrzavanja znacajno utiCu promjene postotka acetonitrila i brzine protoka mobilne faze. Vrijeme
zadrzavanja se smanjuje, s povecanjem faktora postotka acetonitrila i protoka mobilne faze, dok na
njega ne uticu promjene pH mobilne faze. Na vrijeme zadrzavanja znacajno uti¢e promjena brzine
protoka mobilne faze. Vrijeme zadrzavanja se smanjuje sa povecanjem brzine protoka, dok na njega ne
uticu udio acetonitrila i pH mobilne faze. Na odgovor tailing faktor (10%) znacajno je uticala promjena
navedenih faktora. Tailing faktor se smanjuje s pove¢anjem postotka acetonitrila, dok raste s brzinom
protoka mobilne faze. pH mobilne faze nije imao znacajan efekat na tailing faktor. Efekat faktora na broj
teoretskih tavana je pokazao da se smanjenje broja teroretskih tavana deSava sa povecanjem postotka
acetonitrila i brzine protoka mobilne faze, dok na njega ne uti¢e promjena pH vrijednosti mobilne faze.
Polinomne jednacine su generirane sa DOE softverom i analizirane ANOVA regresionom metodom.
Rezultati analize studija robusnosti pokazali su da su kvadratni efekti faktora i odgovora bili statisticki
signifikantni. Na kraju je zaklju¢eno da su optimalni uslovi sljede¢i: udio acetonitrila: 45% v/v, pH: 4,50
, brzina protoka: 0,9 ml/min, dok je dobijeno vrijeme zadrzavanja: 5,8 min.

Multivarijetna optimizacija i validacija RP-HPLC analiticke metode za odredivanje losartan
kalija u kapsulama

Eksperimentalni pristup usvojen u ovom radu proveden je prema uputama Montgomery (Montgomery,
2013) kako bi se istrazilo koji su eksperimentalni faktori najvazniji, a koji faktori ne uti¢u znacajno na
eksperimentalne rezultate. Ispitivano je pet faktora na dva nivoa, donjem (—) i gornjem (+) (Bonfilio
i sar., 2009). Faktori i njihovi nivoi su bili sljede¢i: pH pufera koristenog u mobilnoj fazi (2,5 1 7,0),
udio fosfatnog pufera u mobilnoj fazi (60% i 70%), temperatura kolone (25°C i 35°C), brzina protoka
mobilne faze (0,8 i 1,2 ml/min) i tip kolone (RP-8 i RP-18). Analiticki odgovor koriSten u ovom
eksperimentalnom dizajnu temeljio se na odnosu teoretskih tavana/vremena zadrzavanja, kako bi se
optimiziralo $to krace trajanje analize. Nakon utvrdivanja odgovora zasnovanih na odnosu teoretskih
tavana/vremena zadrzavanja, odabran je frakcijski faktorski dizajn 2°'s ukupno 16 eksperimenata,
a svaki je eksperiment izveden dva puta nasumicnim redoslijedom. Procijenjeni kontrast, kao i
efekat svakog faktora, prosjek je svih dobijenih vrijednosti (u ovom slucaju, teoretski tavani/vrijeme
zadrzavanja) kada su faktori bili na pozitivnom nivou, minus prosjek vrijednosti koje odgovaraju
linijama kada su na negativnom nivou. Nakon utvrdivanja znacajnih faktora iz frakcijskog faktorskog
dizajna, uradena je optimizacija koriStenjem Doehlertovog dizajna, koji se sastoji od sedam uslova,
sa centralnom tackom provedenom u triplikatu. Faktori i njihovi nivoi su: pufer koji se koristi u
mobilnoj fazi (2,0; 3.25; 4,5; 5,75 1 7,0) i udio fosfatnog pufera u mobilnoj fazi (60%; 65% i 70%).
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1z ovog dizajna bilo je moguce primijeniti metodu povrsine odgovora (RSM) za optimizaciju nivoa
faktora. Svi podaci obradeni su statistickim programom StatSoft verzija 6,0. Nakon optimizacije
metode, HPLC analize su provedene koriStenjem pufera kalijevog fosfata (pH 6,2; 58 mmol 1) i
acetonitrila (65:35, v/v) kao mobilne faze, brzina protoka pri 1,0 ml min™' s temperaturom kolone od
35°C, analiticka kolona Nucleosil C8, koriStenjem talasne duzine-UV detekcije na 254 nm i 20 pl
volumena injiciranja. Kada procijenjeni kontrasti faktorskog dizajna premase procijenjenu gresku,
ovaj efekat postaje statisticki znacajan. Varijable s pozitivnim procijenjenim kontrastima pokazuju
da povecanje njihovog nivoa osigurava znacajno povecanje analitiCkog odgovora, a negativni
efekti znaCe da se visi odnos teoretskih tavana i vremena zadrzavanja postize smanjenjem nivoa
varijabli. Poredenjem rezultata procijenjenog kontrasta s procijenjenom pogreskom zakljuceno je
da su svi faktori statistiCki znacajni. Pozitivni procijenjeni kontrasti za temperaturu, pH pufera
1 brzinu protoka mobilne faze pokazuju da se analiticki signal znacajno povecava s povecanjem
nivoa ovih faktora. S druge strane, procijenjeni kontrasti za udio fosfatnog pufera i vrstu kolone
su negativni, $to ukazuje da ¢e se visi analiticki signal posti¢i smanjenjem njihovih nivoa. Kako
je vrsta kolone kvalitativni faktor, odlucili su usvojiti kolonu C8 za naredne studije. Vrijednosti
temperature kolone iznad 35°C nisu ispitane jer upotreba mobilne faze pri visokom pH 1 visokim
temperaturama moze oStetiti silicij stacionarne faze. Stoga je temperatura kolone postavljena
na 35°C. Povecéanje analiticCkog odgovora uoceno s povecanjem brzine protoka mobilne faze
pripisano je smanjenju vremena zadrzavanja i, naravno, popra¢eno smanjenjem teoretskih tavana.
Vrlo visoko povecéanje brzine protoka mobilne faze nije korisno, jer moze S$tetiti procesu difuzije
losartan kalija izmedu nepokretne i mobilne faze. Stoga je brzina protoka mobilne faze fiksirana
na srednju vrijednost (1 ml/min). Zbog znacajne interakcije izmedu udjela komponenti u mobilnoj
fazi i pH pufera koriStenog u mobilnoj fazi, kona¢na optimizacija ovih faktora postignuta je
dizajnom Doehlerta. Smanjenje udjela fosfata u mobilnoj fazi kada je pH vrijednost niska dovodi
do znacajnog poboljsanja analitiCkog signala. S druge strane, kada se pH odrzava na visokoj
vrijednosti, na primjer pH 7,0, smanjenje udjela fosfata je samo malo znacajno. Stoga, koriStenjem
visokih pH vrijednosti unutar eksperimentalne domene, bilo koji udio fosfata moze se koristiti
bez znacajne promjene u analitiCkom odgovoru. Osim toga, mora se naglasiti da se takvi rezultati
nikada ne bi mogli uociti da je koriStena univarijantna metoda. Dakle, iako visoke pH vrijednosti
daju najbolje rezultate, odlucili su koristiti fosfatni pufer na pH 6,2 kako bi ocuvali Zivotni vijek
kolone, dok je udio fosfata u puferu na pH 6,2 bio fiksiran na 65%. Nisu koriSteni manji odnosi
sadrzaja puferske mobilne faze, jer je eksperimentalno uoceno da ovo stanje moze uzrokovati vrlo
nisko vrijeme zadrzavanja. Stoga, metoda razvijena za odredivanje losartan kalija u kapsulama ima
sljede¢e hromatografske parametre: kalij fosfatni pufer (pH 6,2; 58 mmol/l)—acetonitril (65:35,
v/v) kao mobilna faza, brzina protoka na 1,0 ml/min s temperaturom kolone od 35°C, C8 analiticka
kolona, UV detekcija talasna duzina na 254 nm i 20 pl volumena injekcije.

Regulatorne smjernice za KoriStenje eksperimentalnog dizajna (DoE) u razvoju i optimizaciji
HPLC metode

Quality-by-Design (QbD) je specifican koncept koji se koristi u razvoju lijekova s krajnjim ciljem
osiguranja kvaliteta kona¢nog proizvoda. Zbog znacajne uloge koju analiti¢ki postupci igraju u
procjeni kvalitete upotreba QbD pristupa za razvoj farmaceutskih metoda je definisana kroz nekoliko
regulatornih dokumenata ukljuujuéi smjernice Medunarodnog vije¢a za harmonizaciju tehnickih
zahtjeva za lijekove za ljudsku upotrebu (eng. The International Council for Harmonisation of
Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use, ICH), kao $to su ICH Q8, ICH Q9, ICH
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Q10 1 ICH QI1. Robusnost metoda treba procijeniti sistemskim pristupom koji ukljucuje pocetnu
procjenu rizika i multivarijantni eksperimentalni pristup, kao Sto je DoE.

Nacela QbD primijenjena na razvoj analitickih metoda oznacavaju se kao Analytical QbD (AQbD).
Istrazivanje literature otkrilo je veliki broj HPLC metoda koje su posljednjih godina razvijene
koristenjem AQbD pristupa zasnovanog na DoE (Yabré i sar., 2020); (Saini i sar., 2020); Otasevi¢ i
sar., 2019; Sylvester i sar., 2018, (Patel i Kothari, 2016); (Panda i sar., 2021)

ZAKLJUCAK

Eksperimentalni dizajn ¢ini okosnicu mnogih nauc¢nih istrazivanja, djelujuéi kao poveznica izmedu
pukog posmatranja i pronicljivog zaklju¢ivanja. Razumijevanje njegovih osnova je neophodno kako
bi se mogao koristiti u razvoju ucinkovitih i robusnih metoda. Prikladan eksperimentalni dizajn je
specifican za pojedina¢nu studiju, te pri odabiru treba uzeti u obzir prednosti, nedostatke i posebne
karakteristike koje pruza odredeni dizajn, kako je objasnjeno u ovom preglednom radu. KoriStenje
QbD-a u kombinaciji s eksperimentalnim dizajnom rezultira analitickom metodom visoke tacnosti i
preciznosti, ¢ija se primjena temelji na upravljanju rizikom.
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SAZETAK

Farmaceutski radnici suoCavaju se s razli¢itim rizicima koji mogu dovesti do profesionalnih oboljenja,
ukljucujuéi respiratorne, alergijske, miSi¢no-kostane i mentalne poremecaje. Izlozenost toksi¢nim
hemikalijama, ponavljaju¢im pokretima, stresu i neprikladnim radnim uslovima glavni su uzroci tih
oboljenja. Respiratorna oboljenja, poput astme i hroni¢nog bronhitisa, cesto su rezultat izloZzenosti
hemijskim supstancama u laboratorijama i apotekama. Alergijske reakcije na hemikalije, dermatitis i
druge kozne bolesti takoder su este medu farmaceutima. Fizicki problemi, poput bolova u ledima i
sindroma karpalnog tunela mogu nastati zbog ponavljajuéih pokreta i losih radnih polozaja. Mentalni
stres, anksioznost i sindrom sagorijevanja (,,burnout®) predstavljaju ozbiljan izazov zbog visokih
zahtjeva i pritisaka u svakodnevnom radu. Prevencija ovih oboljenja podrazumijeva upotrebu zastitne
opreme, pravilnu ergonomiju radnog prostora, redovne pauze i fizicku aktivnost, kao i edukaciju i
psiholosku podrsku farmaceutima. Samo adekvatnom zastitom i pristupom zdravstvenim mjerama
moguce je osigurati sigurnije radno okruzenje za farmaceutske radnike.

Kljucne rijeci: profesionalne bolesti, farmacija, respiratorna oboljenja, alergije, stres, prevencija
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PROFESSIONAL DISEASES IN PHARMACY
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ABSTRACT

Pharmaceutical workers face various risks that can lead to occupational diseases, including respiratory,
allergic, musculoskeletal, and mental disorders. Exposure to toxic chemicals, repetitive movements,
stress, and inadequate working conditions are the primary causes of these health issues. Respiratory
conditions such as asthma and chronic bronchitis often result from exposure to chemical supstances in
laboratories and pharmacies. Allergic reactions to chemicals, dermatitis, and other skin conditions are
also common among pharmacists. Physical problems such as back pain and carpal tunnel syndrome
may arise due to repetitive motions and poor working postures. Mental stress, anxiety, and burnout
pose significant challenges due to the high demands and pressures of daily work. Preventive measures
include the use of protective equipment, maintaining proper workspace ergonomics, taking regular
breaks, engaging in physical activity, and providing pharmacist with education and psychological
support. Only through adequate protection and ccomprehensive health measures can a safer working
environment be ensured for pharmaceutical workers.

Keywords: professional diseases, pharmacy, respiratory diseases, allergies, stress, prevention
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UvVOD

Profesionalne bolesti u farmaceutskoj djelatnosti nastaju kao rezultat izlaganja farmaceutskih radnika
raznim hemikalijama, lijekovima i drugim toksi¢nim supstancama. Izlozenost tim faktorima moze
dovesti do niza akutnih i1 hroni¢nih zdravstvenih problema, koji se, zavisno od simptoma, mogu
podijeliti u razlicite kategorije. Kao kompleksna i svestrana oblast, farmacija zahtjeva preciznost,
visoke tehnoloske standarde, neprekidnu kontrolu kvaliteta i konstantan naucnoistrazivacki rad,
Sto moze rezultirati svakodnevnim stresom i pritiskom na radnom mjestu, povredama ili nekim
dugoro¢nim zdravstvenim problemima. Zbog toga je jako vazno da psihofizicko zdravlje radnika u
farmaceutskoj praksi postane univerzalna briga, te da se razviju odgovarajuce strategije za zastitu i
prevenciju profesionalnih bolesti.

KLASIFIKACIJA PROFESIONALNIH OBOLJENJA U FARMACIJI

1. Respiratorne bolesti — Farmaceutski radnici koji rade u proizvodnji, laboratorijama ili
pakovanju mogu biti izloZeni udisanju prasine, hemikalija ili isparavanja;

2. Dermatoloske bolesti — Kontinuirani rad sad hemikalijama i potencijalno toksi¢nim
supstancama mogu dovesti do oste¢enja slojeva koze, iritacija i kontaktnih dermatitisa, $to i
jeste najcesci oblik profesionalnih koznih oboljenja;

3. Problemi sa miSi¢no-kostanim sistemom — Dugotrajno sjedenje, stajanje, nepravilno drzanje
tijela ili ponavljaju¢i pokreti mogu dovesti do poremecaja, kao §to je sindrom karpalnog
tunela.;

4. Problemi sa vidom - Radnici koji provode duze vrijeme radeci sa sitnim komponentama u
laboratorijama ili tokom kontrole kvaliteta mogu razviti sindrom suhog oka i naprezanje o¢iju;

5. Trovanja— Akutna i hroni¢na trovanja razli¢itim hemikalijama i lakoisparljivim rastvaracima;

Maligne neoplazme;

7. Mentalni stres i psihi¢ko sagorijevanje (engl. burnout);

o

Ovisno o dijagnozi odnosno uzroku bolesti i njenoj pripadajucoj Sifri prema desetoj reviziji
Medunarodne klasifikacije bolesti i srodnih stanja (MKB-10) u Tabeli 1. i 2. pridruZzene su moguce
odgovarajuce tacke Liste profesionalnih bolesti (Pravilnik o listi profesionalnih bolesti, ,,Sluzbene
novine FBiH “ 45/19) s njihovim punim nazivima i moguéim uzrocima nastanka pojedine bolesti.
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Tabela 1. Profesionalne bolesti koze prema Listi profesionalnih bolesti, uz pripadajuce uzroke
nastanka i klasifikaciju prema Medunarodnoj klasifikaciji bolesti (MKB-10). Obuhvacene su
dermatoze koje nastaju kao posljedica izloZenosti Stetnim faktorima u radnom okruzenju, a tabela
sluzi kao osnova za identifikaciju rizika i planiranje mjera zastite u farmaceutskoj djelatnosti.

Tacka liste
profesionalnih
bolesti (LPB)

Uzrok nastanka

Profesionalna bolest
kozZe

Medunarodna
klasifikacija
bolesti i

srodnih stanja
—10. revizija
(MKB-10)
Profesionalne bolesti koze uzrokovane supstancama kojima je nau¢no dokazano alergijsko ili
nadrazujuce djelovanje, ovisno o uzroku nastanka profesionalne bolesti.

6,7,19,25,50 |[Hrom, nikal i njihovi spojevi, Alergijski kontakni L23.0
benzokinoni dermatitis (AKD)

19, 22 Neorganske kiseline, neorganski | Iritantni kontaktni L24.1, 1.24.2,
spojevi azota, alifatski i acikli¢ni | dermatitis (IKD) L24,5, L24.8,
ugljikovodici iz nafte 1 njihovi L24.9
halogenirani derivati, alkoholi,
ketoni, organske kiseline i naftoli

25,26 Formaldehidi, fenoli, homolozii | AKD, IKD L23.5, 1L.24.5,
halogeni derivati fenola, alifatski L25.3
amini

6,7,19 Ostali fizic¢ki 1 hemijski faktori Urtikarija (kontaktna) L50.0, L50.2,

alergijska 1 fizikalna L50.4, L50.6,
(vibracijska, kontaktna L50.9, L56.3,
hladnoca, vrucina, trenje, |L24

pritisak, solarna)

IKD (mehanicka iritacija)

Bolesti uzrokovane jonizirajuéim zracenjem.

29 Jonizirajuce zracenje Hroni¢ni radiodermatitis, [L58.1, L58.9,

malignomi koze C44

Bolesti uzrokovane nejoniziraju¢im zrac¢enjem.

30 Nejonizirajuce zracenje (UV, Aktini¢na keratoza, L57.0, L57.1,
infracrveno) druge promjene L57.2,

koze uzrokovane L57.5, L57.8,
dugotrajnom izlozenos¢éu |L57.9,
nejoniziraju¢em zracenju, [ L59.0, L59.8,
malignomi koze L59.9,

C44

109



ZBORNIK RADOVA
SA SIMPOZIJA MAGISTARA FARMACIJE TUZLANSKOG KANTONA
DVANAESTI SIMPOZI]

Zarazne ili parazitske bolesti prenesene na covjeka sa Zivotinja ili zivotinjskih ostataka
Zarazne ili parazitske bolesti uzrokovane radom u djelatnostima gdje je dokazan povecan rizik
zaraze.

37,38 Bakterije prenesene sa Zivotinje | Bakterijske infekcije koze | L02.0, L02.1,
na ¢ovjeka ili sa covjeka na L02.4, L02.9
covjeka

Bolesti koze 1 maligni tumori koze uzrokovani ¢adom, katranom, bitumenom, antracenom

ili njithovim spojevima, mineralnim ili drugim uljima, karbazolom ili njegovim spojevima i
nusproizvodima destilacije ugljena.

3,6,24,51 Arsen, hrom (VI), halogeni Malignomi koze C44, C63.2
derivati aromatskih
ugljikovodika, aromatski amini
i derivati ¢ada, katran, bitumen,
antracen i njegovi spojevi,
karbazol 1 njegovi spojevi,
nusproizvodi destilacije ugljena
22 Alifatski 1 acikli¢ni ugljikovodici | Akne L70.8
iz nafte, mineralna i1 druga ulja

25 Benzokinoni Promjene pigmentacije L81.9
koze

Tabela 2. Profesionalne respiratorne bolesti koje nastaju kao posljedica izloZenosti supstancama sa
naucno dokazanim alergijskim ili nadrazujucim djelovanjem, uz pripadajuce uzroke nastanka i Sifre
prema Medunarodnoj klasifikaciji bolesti (MKB-10).

Tacka liste Uzrok nastanka Profesionalna bolest Medunarodna
profesionalnih klasifikacija bolesti i

bolesti (LPB) srodnih stanja — 10.

revizija (MKB-10)
Profesionalne bolesti respiratornog trakta uzrokovane supstancama kojima je nau¢no dokazano
alergijsko ili nadrazujuce djelovanje, ovisno o uzroku nastanka profesionalne bolesti.

3,5 Arsen, mangan Hroni¢na opstruktivna |J44
bolest plu¢a (HOPB)

3,5,6,7,9, 10, | Teski metali (arsen, hrom, Hroni¢ni bronhitis J41.0, J41.1,
14, 19, 21 nikl, kadmij), mangan, selen, J45
aluminij, halogeni derivati
(fluor), amonijak
6,7,9,14, 17 Teski metali (hrom, nikl, Hemijski pneumonitis | J70
kadmij, aluminij), antimon
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25 Formaldehidi, izocijanati Astma, pluéna fibroza |J45.0, J45.1,
J45.9, J84.1
J60, Silicijum dioksid Pneumokonioza J60, J62.8,
(silikoza, J65
silikotuberkuloza)

POSTAVLJANJE DIJAGNOZE

Dijagnosticiranje profesionalnih bolesti predstavlja slozen i zahtjevan postupak koji je u nadleznosti
specijalista medicine rada. Profesionalne bolesti dokazuju se pomocu prihvacenih programa obrade
(algoritama). Osnova za postavljanje dijagnoze profesionalnih bolesti je:
1. Anamneza (radna i porodi¢na) uz detaljno dokazivanje povezanosti izmedu bolesti 1
profesionalne izloZenosti Stetnostima na radnom myjestu; ;
2. Klinicka slika sa prisustvom os$te¢enja funkcije 1/ili morfologije organa ili organskih sistema
za koje je poznato da je odredena radna Stetnost moze uzrokovati;
3. Pozitivni nalazi dijagnostickih metoda koje mogu objektivizirati to oStecenje (klinicki
pregled, laboratorijski testovi, alergoloska dijagnostika, mikrobioloska analiza, RTG, CT,
spirometrija i druge)

PROCJENA RIZIKA U RADNIM USLOVIMA

Procjena rizika obuhvata nekoliko obaveznih koraka pocCevsi od prepoznavanja opasnosti, zatim
utvrdivanje karakteristika izloZenosti i potencijalnih oStec¢enja zdravlja, te odredivanja vjerovatnoce
nastanka 1 ozbiljnosti ozljeda i bolesti. Naredni korak ukljucuje procjenu nivoa rizika, nakon ¢ega
slijedi naknadno planiranje odgovarajuc¢ih mjera zastite. Konacni rezultat mora sadrzavati konkretne
mjere za efikasno sprecavanje oboljenja i povreda na radu. U slucaju respiratornih bolesti, izloZzenost
radnika potencijalno Stetnim faktorima moguce je pratiti putem grani¢nih vrijednosti izloZenosti
(GVI), koje su jasno definisane zakonskim aktima. ( Pravilnik o granicnim vrijednostima emisije
zagadujucih materija u zraku, ,,Sluzbene novine FBiH* 12/05).

Granicna vrijednost izlozenosti na radu predstavlja maksimalnu dopustenu koncentraciju odredenih
supstanci u zraku na radnom mjestu, iznad koje postoji povecan rizik od negativnih zdravstvenih
posljedica na zdravlje. Kratkotrajna grani¢na vrijednost izlozenosti (KGVI) odnosi se na maksimalnu
koncentraciju Stetne supstance u zraku na radnom mjestu kojoj radnik moze biti izlozen tokom kratkog
vremenskog perioda (obi¢no 15 minuta) bez o¢ekivanih zdravstvenih posljedica.

111



ZBORNIK RADOVA
SA SIMPOZIJA MAGISTARA FARMACIJE TUZLANSKOG KANTONA
DVANAESTI SIMPOZI]

Tabela 3. Granicne vrijednosti izlozenosti (GVI) za praskaste neorganske supstance u radnom
okruzenju, u skladu s vazecim zakonskim propisima. (Pravilnik o granicnim vrijednostima emisije
zagadujucih materija u zraku, ,,Sluzbene novine FBiH*“ 12/05).

I klasa Stetnosti

Kadmij i njegovi spojevi Pri masenom protoku 1 g/h ili vise
Hrom i njegovi spojevi
Nikl i njegovi spojevi 0,2 mg/m?

II klasa Stetnosti
Arsen 1 njegovi spojevi Pri masenom protoku 5 g/h ili vise
Selen i njegovi spojevi
Olovo i njegovi spojevi 1,0 mg/m?

III klasa Stetnosti
Antimon 1 njegovi spojevi, Ci- | Pri masenom protoku 25 g/h ili vise
janidi, Fluoridi,

Mangan i njegovi spojevi 5,0 mg/m?

Cink 1 njegovi spojevi,

Silicij dioksid 1 njegovi spojevi

Tabela 4. Granicne vrijednosti emisije (GVI) za neorganske supstance u gasovitom agregatnom
stanju ili stanju pare u skladu sa vazecéim zakonskim propisima. (Pravilnik o granicnim
vrijednostima emisije zagadujucih materija u zraku, ,, Sluzbene novine FBiH " 12/05).

I klasa Stetnosti

Arsen - hidrid, Pri masenom protoku 10 g/h ili vise
Fluor
Fosfor — hidrid 1,0 mg/m?

IT klasa Stetnosti
Hlor — dioksid Pri masenom protoku 50 g/h ili vise
Brom 1 njegovi spojevi
Sumporvodonik 5,0 mg/m?

III klasa Stetnosti
Hidrogen hlorid Pri masenom protoku 300 g/h ili vise
Fluor 1 njegovi spojevi

30 mg/m?

IV Klasa Stetnosti
Oksidi sumpora Pri masenom protoku 5 g/h ili vise
Oksidi nitrogena
Amonijak 500 mg/m?

Benzen takoder spada u I klasu stetnosti zbog dokazanog kancerogenog djelovanja i njegova grani¢na
vrijednost pri masenom protoku od 0,5 g/h ili vise iznosi 0,1 mg/m?>.
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Za razliku od respiratornih bolesti, u kojima se precizno mogu odrediti standardi izloZenosti (GVI i
KGVI), ne postoji objektivna metoda mjerenja intenziteta izlozenosti koze Stetnim agensima. Zbog
toga je izuzetno vazno poznavati sve faktore rizika koji mogu dovesti do razvoja koznih bolesti,
poznavati karakteristike radnog mjesta i svojstva hemikalija sa kojima se dolazi u kontakt, te poduzeti
sve preventivne mjere kako bi se sprijecila pojava oboljenja. Za kvalitetnu procjenu rizika od nastanka
profesionalnih koznih bolesti, osim informacija o tome da li su odredena sredstva rada ili hemikalije
opasni ili Stetni za kozu, neophodno je utvrditi nacin i mjesto kontakta koze sa Stetnom hemikalijom
ili opasnom povr§inom kao i procijeniti vrijeme trajanja i ucestalost ponavljanja tog kontakta.

PREVENTIVNE MJERE

U cilju zastite zdravljaradnikaiprevencije profesionalnih bolesti, neophodno je provoditi sveobuhvatan
sistem mjera koji obuhvata viSe kljucnih koraka. Prvi i osnovni korak jeste identifikacija i procjena
rizika, kojom se prepoznaju potencijalno Stetni faktori na radnom mjestu i procjenjuje stepen njihove
opasnosti po zdravlje zaposlenih. Nakon toga, potrebno je provesti kontrolu izlozenosti, nastojeci
potpuno eliminisati izlozenost Stetnim agensima, a u slucajevima gdje to nije izvodljivo, poduzeti
potrebne mjere za njeno smanjenje na prihvatljiv nivo. Naredi korak jeste osigurati odgovarajuc¢u
licnu zaStitnu opremu, prilagodenu vrsti i stepenu izlozenosti. To podrazumijeva upotrebu zastitnih
maski ili respiratora, naocala, vizira, specijalizovane radne odjece i rukavica, pri ¢emu je od klju¢ne
vaznosti da oprema bude pazljivo odabrana, redovno odrzavana i pravilno koriStena. Redovni
sistematski zdravstveni pregledi omoguéavaju pravovremeno otkrivanje potencijalnih zdravstvenih
problema, ¢ime se povecavaju Sanse za efikasnu intervenciju. Profesionalna obuka i usavrSavanje
radnika imaju centralnu ulogu u izgradnji svijesti o profesionalnim rizicima, pravilnom koristenju
zaStitne opreme i postupanju u slucaju izlozenosti ili nesrece. Pravilna organizacija radnog vremena,
ukljucujuéi pravovremene pauze, rotaciju zadataka i po potrebi skrad¢ivanje radnih smjena, moze
znatno doprinijeti smanjenju psihofizickog opterecenja i povecane produktivno. Na kraju, kontinuirano
unapredivanje radnih uslova kroz tehniCka, organizaciona i edukativna poboljSanja, predstavlja
osnovu za odrzavanje visokog nivoa sigurnosti i zastite zdravlja na radu. Implementacija ovih mjera
ne samo da doprinosi smanjenju incidencije profesionalnih bolesti, ve¢ i unapreduje radnu efikasnost
1 kvalitet radnog okruzenja.

SAVREMENA ISTRAZIVANJA

Kao najpoznatija profesionalna bolest' u 21. stolje¢u, COVID — 19 ostavio je mnoge posljedice
kako po zdravlje ¢itave populacije, tako i po zdravlje zdravstvenih radnika ukljucujuéi i farmaceute.
Pored prepoznatljivih fizickih tegoba koji su podrazumijevali odredene klinicke simptome,
doslo je do znacajnog povecanja mentalnog sagorijevanja jer su farmaceuti bili “front-linijski”
zdravsteni radnici sa znacajnom ulogom u rjeSavanju globalne zdravstvene krize i prevazilazenju
instinktivnog straha od same zaraze i njenih posljedica. U toku pandemije doslo je do povecanja

1 Evropska komisija je 2022. godine predlozila da se Covid — 19 ukljuc¢i u Prilog I Evropske liste profesionalnih
bolesti kao ,,Covid-19 izazvan radom u prevenciji bolesti, u zdravstvenoj ili socijalnoj zastiti i u kuénoj pomoc¢i, ili u
kontekstu pandemije, u sektorima gdje je dokazano postojanje rizika od infekcije u odredenim aktivnostima.* (engl.
COVID-19 caused by work in disease prevention, in health and social care and in domiciliary assistance, or, in a pan-
demic context, in sectors where there is an outbreak in activities in which a risk of infection has been proven”)
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radnih sati, smanjenog broja neradnih dana u toku jednog mjeseca i konstanoj izloZenosti strahu,
nervozi i stresu. Brojna istrazivanja koja su sprovedena u mnogim zemljama od poc¢etka pandemije pa
sve danas, koriste¢i Copenhagen Burnout Inventory (CBI) dokazala su znatno povecanje mentalnog
sagorijevanja kod farmaceuta koje je direktno povezano sa pandemijom COVID - 19. Nivoi
sagorijevanja kod farmaceuta posebno su izrazeni u relaciji klijent/korisnik, a prosjecne vrijednosti
razli¢itih podskala sagorijevanja su vece kod farmaceutskih tehni¢ara u odnosu na farmaceute.

ZAKLJUCAK

Profesionalne bolesti u farmaciji predstavljaju ozbiljan zdravstveni rizik za radnike, s obzirom za
zahtjevne 1 specificne uslove rada u ovoj djelatnosti. Izlozenost hemijskim supstancama, prasini,
toksinima i drugim Stetnim faktorima moze dovesti do nastanka ozbiljnih zdravstvenih problema
pogadajuci razliCite organske sisteme. Stoga je jako vazno prepoznati rizike i implementirati
adekvatne mjere zaStite kako bi se smanjio njihov uticaj na radnika. Investiranje u prevenciju i
kontinuirano poboljSanje radnih uslova §titi zdravlje radnika, a ujedno i1 doprinosi kvaliteti i opstoj
dobrobiti farmaceutske struke.
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ULOGA FARMACEUTA U TRETMANU ATOPIJSKOG DERMATITISA
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Strucni rad

SAZETAK

Atopijski dermatitis (AD) predstavlja hroni¢nu upalnu bolest koze koja znacajno uti¢e na kvalitetu
zivotapacijenata. Uz pravilan pristup lijecenju, moguce je kontrolirati simptome i sprijeciti pogorSanja,
a farmaceuti igraju klju¢nu ulogu u ovom procesu. Kroz savjetovanje pacijenata o pravilnoj upotrebi
lijekova, edukaciji o njezi koze, prepoznavanju okidaca bolesti, te savjete o odgovarajucoj prehrani i
zivotnim navikama, farmaceuti mogu znacajno doprinijeti pobolj$anju stanja koze. Osim toga, prate
napredak pacijenata kroz kontinuiranu evaluaciju terapije i prilagodbu lije¢enja prema individualnim
potrebama, ¢ime se smanjuje broj hospitalizacija i potreba za hitnim medicinskim intervencijama.
Farmaceuti imaju vaznu ulogu u pruzanju emocionalne i psiholoske podrSke pacijentima, jer kroz
empatiju i aktivno sluSanje mogu pomoci pacijentima da se nose sa stresom i izazovima atopijskog
dermatitisa.

Kljucne rijeci: atopijski dermatitis, edukacija, terapija, njega koze, prevencija
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ROLE OF PHARMACISTS IN THE TREATMENT OF ATOPIC DERMATITIS

Amna Hasi¢, Alisa Kari¢, Amina Husejbasi¢, Inela Avdié, Selma Sejmenovi¢, Ermina Cilovié¢
Kozarevié¢, Merima IbiSevié¢”

‘Faculty of Pharmacy, University of Tuzla,, Urfeta Vejzagica 8, 75000 Tuzla, Bosna i Hercegovina

Professional paper

SUMMARY

Atopic Dermatitis (AD) is a chronic inflammatory skin disease that significantly impacts the quality of
life of patients. With the proper approach to treatment, it is possible to control symptoms and prevent
flare-ups, and pharmacists play a key role in this process. Through advising patients on the correct
use of medications, educating them about skin care, identifying disease triggers, and providing advice
on proper nutrition and lifestyle habits, pharmacists can significantly contribute to improving the
condition of the skin. Additionally, they monitor patients’ progress through continuous evaluation of
therapy and adjustment of treatment according to individual needs, thereby reducing hospitalizations
and the need for urgent medical interventions. Pharmacists also play an important role in providing
emotional and psychological support to patients, as through empathy and active listening, they can
help patients cope with the stress and challenges of atopic dermatitis.

Keywords: atopic dermatitis, education, therapy, skin care, prevention
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UvVOD

Atopijski dermatitis ili atopijski ekcem (AD) je hroni¢no upalno stanje koze. Radi se o hroni¢noj
upalnoj nezaraznoj koznoj bolesti, ¢esto udruzenoj s drugim atopijskim bolestima, poput bronhijalne
astme 1 alergijskog rinitisa/rinokonjunktivitisa. Ukljuuje kompleksne interakcije izmedu
imunoloskih, nasljednih i okoli$nih faktora (Vaughn, 2019). Glavni simptomi koji se javljaju su
suhoca i crvenilo koze, svrbez i ekcemi. Atopijski dermatitis je bolest s visokom prevalencijom
(2- 5% u populaciji), a najéesée se pojavljuje u djece (10-20%). Ucestalost AD u svijetu je razlicita
iu stalnom je porastu. Smatra se da se pojava atopijskog dermatitisa povecala 2 do 3 puta samom
industrijalizacijom. Kod dojencadi, ekcem se obi¢no javlja u obliku sitnih pristi¢a na obrazima, dok
se kod starije djece i odraslih Cesto javlja osip na pregibima koljena ili laktova, na poledini ruku ili
na vlasiStu (Eichenfield, 2014).

Zdrava koza Atopijski dermatitis
Alergeni (grinje/ Alergeni (grinje/
kucna pradina) Virus kuéna pragina)  Virus
Jeoum 0 i
F{ur.-n*:}j{ - :
£Mdl '_',|'
ek s { ’ ¢ Epidermis
Irmasti sloy |
Bazalnisho) 3
¢ Dermis

Viaga Vlaga

Slika 1. Razlike izmedu zdrave i atopicne koze

Atopijski dermatitis moze se manifestovati i kao alergija na odredenu hranu, kao astma i alergijski
rinitis te se sve to zajedno naziva atopijski mars. U vecini slucajeva, postoje periodi kada je bolest
pogorsana, nazvani egzacerbacijski periodi ili plamte¢i periodi, iza kojih slijede periodi kada se
koza popravlja ili potpuno Cisti, a to su remisijski periodi. Kod osoba koje nikad nisu patile od
ove bolesti u djetinjstvu, ona se moze razviti u odrasloj dobi. Razlikujemo ,,intrinzi¢ni* tip AD
(nealergijski oblik) bez udruzenosti s ostalim atopijskim bolestima i alergijski (,,ekstrinzicni* tip)
atopijski ekcem/dermatitis sindrom (AEDS) udruzen s igE na osnovu genskih faktora i/ili faktora
okolisa (Lipozenci¢, 2011).

ULOGA FARMACEUTA U TRETMANU ATOPIJSKOG DERMATITISA
Farmaceuti kao zdravstveni stru¢njaci mogu da pruze osnovne informacije o prirodi bolesti i vaznosti

redovnog tretmana. Edukacija pacijenata o atopijskom dermatitisu obuhvata informacije o uzrocima,
simptomima, rizicima od infekcija i moguc¢im komplikacijama, kao i znacaju primjene tretmana u

118



ZBORNIK RADOVA
SA SIMPOZIJA MAGISTARA FARMACIJE TUZLANSKOG KANTONA
DVANAESTI SIMPOZI]

skladu sa preporukama. Farmaceuti mogu pomo¢i pacijentima i da prepoznaju okidace za pogorsanje
simptoma, kao S$to su stres, alergeni, zagadenje i drugi faktori.

Prema studiji objavljenoj u American Journal of Clinical Dermatology (2016), edukacija pacijenata
o atopijskom dermatitisu moze poboljsati adherenciju na terapiju i smanjiti ucestalost akutnih
pogorsanja (Wollenberg, 2016).

TRETMAN ATOPIJSKOG DERMATITISA

Sistemska terapija / Systemics

Opde mjere | General measures Ciklosporin / Cyclosporine
Edukacija, identifikacija | eliminacija Metotreksat / Methotrexate
triger faktora / Education, identification
and elimination of “trigger” factors Azatioprin / Azathioprine
Mikofenalat mofetil
{ Mycophenolate maofetil
Fototerapija
Lokalna terapija / Topicals / Phototherapy ! Dupilumak
Emolijensi / Emollients + Baricitinib
Slabo potentni LK / Low-potency TCS
l Tralokinumab
Visoke potentni LK / High-potency tini
TCS ilifar TCI Upadacitinib
Abrocitinik

LETCS: lokaln glukokartikeidi / topical glucoconicesd
TCL: kakaln| inhibitor kalcineurina / topical calcinewin inhibitar

Slika 2. Shema lijecenja atopijskog dermatitisa (Ljubojevi¢ HadzZadvié, 2022)
Emolijensi

Primjena emolijenasa je osnova svakodnevnog tretmana atopijskog dermatitisa i preporucuje se
kod svih pacijenata, bez obzira na stepen ozbiljnosti bolesti. Hidratacija koze pomaze u obnavljanju
kozne barijere, smanjuje suhocu i svrab, te smanjuje potrebu za lokalnim lijekovima, kao §to su
kortikosteroidi. Preporucuje se upotreba emolijenasa dva puta dnevno, posebno nakon kupanja, kako
bi se maksimalno povecéao efekat hidratacije (Zaenglein, 2020).

Najc¢es¢i aktivni sastojei u emolijensima ukljucuju:

e Glicerin—veze voduizdubljih slojevakozeiokoline, zadrzava vlagu u epidermisu (humektans).

e Urea (karbamid) — hidrira i omeksava kozu, dok u visim koncentracijama (npr. 10%) ima i
blago keratoliticko djelovanje.

e Ceramidi — obnavljaju lipidni sloj koze, jacaju koznu barijeru i spre¢avaju transepidermalni
gubitak vode.

e Shea maslac, lanolin, skvalan — prirodni emolijensi koji omekSavaju kozu i poboljsavaju
njezinu elasticnost.
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Ovi sastojci djeluju sinergisticki — zadrzavaju vlagu, popravljaju barijeru, te fizicki sprjeavaju
gubitak vode — §to ih ¢ini klju¢nim za kontrolu simptoma atopijskog dermatitisa.

Topikalni kortikosteroidi

Kortikosteroidni lijekovi su standardna terapija za ublazavanje akutnih simptoma atopijskog dermatitisa,
ukljucujuci crvenilo i inflamaciju. Za blage oblike bolesti preporucuju se kortikosteroidi niske potencije
(poput hidrokortizona), dok za teze oblike treba koristiti kortikosteroide srednje ili visoke potencije
(poput betametazona). Terapija kortikosteroidima treba biti ogranicena na period kada su simptomi
aktivni, kako bi se izbjegli nezeljeni efekti, poput kozne atrofije (Wollenberg, 2016).

Topikalni imunomodulatori (takrolimus i pimekrolimus)

Zapacijentesaosjetljivijomkozomilizaonekojine podnosekortikosteroide, topikalniimunomodulatori
predstavljaju alternativu. Ovi lijekovi (takrolimus, pimekrolimus) inhibiraju imunoloske reakcije koje
izazivaju upalu na kozi. Preporucuju se u lije¢enju blagih do umjerenih oblika atopijskog dermatitisa,
a mogu se koristiti i za odrzavanje stanja koze u fazama remisije (Eichenfield, 2017).

Sistemska terapija (oralni lijekovi i bioloSki tretmani)

Za teze oblike atopijskog dermatitisa, koji nisu podlozni lokalnoj terapiji, mogu se koristiti oralni
lijekovi, kao $to su oralni kortikosteroidi ili sistemski imunomodulatori (poput ciklosporina ili
metotreksata). Posljednjih godina, bioloski lijekovi kao $to su dupilumab, koji inhibira IL-4 i IL-13,

pokazali su visoku efikasnost u tretmanu teskih oblika atopijskog dermatitisa (Agarwal, 2020).

Tabela 1. Europske smjernice (EuroGuiDerm 2025) za lijecenje atopijskog dermatitisa

Klslllilll(caka Vrsta terapije Terapijski pristup Napomene
. NefarmakoloSke Emolijjensi, izbjegavanje iritansa, | Osnova lije€enja u svim
Blagi AD . .. ..
mjere edukacija pacijenta fazama
Topikalni Slabi do umjereni TCS (npr. 1% dnevno, do
kortikosteroidi (TCS) | hidrokortizon 1%) prema potrebi | smirivanja upale
Topikalni inhibitori | Takrolimus/pimekrolimus za Alternativa TCS,
kalcineurina (TCI) osjetljiva podrucja (lice, vrat) osobito kod djece
Proaktivna terapija TCS.I}I T “I 2.X. tedno na Prevencija recidiva
hroni¢nim lezijama
Umjereni | TCS srednje ja¢ine + | Redovita primjena TCS (npr. Ucestalije epizode, Sira
AD emolijensi mometazon) uz hidrataciju zahvacenost
Sustavno kod potrebe za Smanjuje potrebu za
TCI T
dugoro¢nim lije¢enjem TCS
Fototerapija UVB 311 nm, UVAL ilipuva | 1<0d loSeg odgovora na
lokalnu terapiju
_ Sistemski Ciklosporin (1. izbor), Do 2 godine uz redovito
Teski AD |, .. . e
imunosupresivi metotreksat, azatioprin, MMF pracenje
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Klslllilll(caka Vrsta terapije Terapijski pristup Napomene
Dupilumab (IL-4/13R), . o
Bioloska terapija | lebrikizumab (IL-13), Egﬁ{:ﬂua kod teskih
nemolizumab (IL-31R)
JAK-inhibitori Abr'o‘c1.t1¥11b, upadacitinib, Brzi ucmak, posebno
baricitinib kod pruritusa
Kombinovana Biologik + topikalni TCS/TCI | Frilagodba ovisno o
terapija tezini i odgovoru

Uvidom u Registar lijekova i medicinskih sredstva Bosne i Hercegovine iz 2025. godine utvrdeno je
da dupilumab, abrocitinib i lebrikizumab jo§ uvijek nemaju potvrdu o registraciji u nasoj drzavi, ali
su registrovani na podru¢ju Europske unije.

Upravljanje komplikacijama i prevencija infekcija

Pacijenti sa atopijskim dermatitisom su podlozniji sekundarnim infekcijama, posebno uzrokovanim
bakterijom Staphylococcus aureus. Prevencija ovih infekcija ukljucuje odrzavanje higijene, primjenu
antiseptickih tretmana, i izbjegavanje grebanja koznih lezija koje mogu izazvati oStecenje koze i
omoguciti ulazak patogena. U slucaju infekcija, Cesto je potrebna primjena topikalnih ili oralnih
antibiotika kako bi se zaustavio razvoj infekcije (Ng, 2017).

Edukacija pacijenata i izbjegavanje okidaca

Edukacija pacijenata o atopijskom dermatitisu i pravilnoj njezi koze klju¢na je za dugoro¢ni uspjeh
lijecenja. Pacijenti trebaju biti edukovani o pravilnoj primjeni terapije, upotrebi hidratantnih krema
i prepoznavanju okidaca koji mogu pogorsati simptome, kao Sto su stres, alergeni, zagadenje ili
odredeni prehrambeni faktori (Lee, 2019). Takoder, pacijentima se preporucuje izbjegavanje iritanasa
koze, poput jakih deterdzenata, sintetickih materijala, ekstremnih temperatura.

Psihosocijalni aspekti lijeCenja

Atopijski dermatitis moze imati znacajan uticaj na mentalno zdravlje pacijenata, izazivajuéi stres,
anksioznost 1 depresiju, naroCito kada je bolest vidljiva i uzrokuje socijalnu stigmatizaciju. U
takvim slucajevima, vazno je pruZziti emocionalnu podrsku pacijentima, kao i obezbjediti im pristup
psiholoskim resursima ili savjetovanju (Jemec, 2017).

Preporuke za specifi¢ne terapije

o Kiratkoroc¢na terapija: Za blage oblike atopijskog dermatitisa, terapija moze biti ograni¢ena
na upotrebu topikalnih kortikosteroida i emolijenasa.

o Dugorocna terapija: Kod pacijenata sa umjerenim do teSkim oblicima bolesti, preporucuje
se kombinacija topikalnih imunomodulatora i emolijenasa, uz moguéu upotrebu sistemskih
lijekova u slucaju komplikacija.

e Zdravstvena njega i edukacija: Stalno pracenje stanja koze, edukacija o pravilnoj primjeni
terapije 1 kontrola uzroka pogorsanja simptoma su klju¢ni za kontrolu bolesti.
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Alternativna medicina

Zbog narusene kozne barijere i suhe koze, topikalna primjena ulja se preporucuje kao dodatna terapija
konvencionalnoj terapiji ili kao terapija odrzavanja u remisiji obzirom da dovodi do poboljSanja
barijerne funkcije koze te ima odredena protuupalna svojstva. Najéesce koriStena ulja su kokosovo
ulje (Cocos nucifera), ulje nocurka (Oenothera biennis) te borazine (Borago officinalis).

Hypericum perforatum sadrzi aktivne komponente hiperforin, hipericin i flavonoide (amentoflavon,
hiperozid). Lokalno primijenjen hiperforin dovodi do smanjene proliferacije T-limfocita u epidermisu.
Klinic¢ke studije su pokazale kako 1,5%-tna krema s hiperforinom reducira broj bakterija S.aureus na
kozi oboljelih od atopijskog dermatitisa (Schempp, 2003).

Farmakoloske studije su pokazale kako je mast s ekstraktom cvijeta kamilice u¢inkovitija od 0,1%-
tnog hidrokortizona u smanjenju upale, eritema, svrbeza i deskvamacije za $to su najzasluzniji
a-bisabolol i apigenin koji inhibicijom lipooksigenaze i ciklooksigenaze inhibiraju nastanak upalnih
medijatora prostaglandina i leukotriena. Osim navedenog ucinka, a-bisabolol pokazuje i baktericidni
i fungicidni uéinak prema S.aureus i C.albicans, §to je dodatna prednost u lijeCenju atopijskog
dermatitisa (Dawid-Pa¢, 2013).

Higijena i njega koZe

Kod osoba s atopijskim dermatitisom bitna je adekvatna i primjerena higijena koze. Preporucuje se
upotreba sredstava koja su hipoalergena i bez mirisa, blagog kiselog pH (pH 4- 6) koja bi §to manje
dodatno iritirala kozu. Poslije kupanja i tuSiranja bitno je nanijeti sredstvo za njegu koze s dodatkom ulja
u $to kratem vremenskom periodu, po mogucnosti dok je koza jo$ vlazna. Poremecaj kozne barijere
obiljezen manjkom intracelularnih lipida, neadekvatnom zastupljenosti holesterola, esencijalnih
masnih kiselina i ceramida povecéava transdermalni gubitak vode i isuSuje kozu oboljelih od atopijskog
dermatitisa. Kroz tako o$te¢enu kozu olaksan je prolazak alergena i razvoj senzibilizacije. Stoga je bitan
cilj terapije obnoviti funkciju epidermalne barijere intenzivnom hidratacijom epidermisa.

Preporucena ishrana kod atopijskog dermatitisa

Ishrana kod atopijskog dermatitisa treba da bude balansirana i bogata hranljivim sastojcima koji
podrzavaju zdravlje koze i smanjuju inflamaciju. S obzirom na to da se atopijski dermatitis Cesto
povezuje sa alergijama i povecanom reaktivnos¢u imunoloSkog sistema, izuzetno je vazno pratiti
potencijalne okidace hrane i izbjegavati ih, ako postoji osjetljivost.

Omega-3 masne kiseline imaju protuupalno dejstvo, te pomazu u odrzavanju integriteta kozne barijere
smanjujuéi upalu i rizik od pogorSanja simptoma. Omega-3 masne kiseline se nalaze u masnoj ribi
(losos, skusa, sardine), orasastim plodovima (orasi) i sjemenkama (lan, ¢ia). Istrazivanje iz 2018.
godine pokazalo je da suplementacija omega-3 masnim kiselinama dovodi do smanjenja svraba i
poboljsanja kvaliteta zivota kod pacijenata sa atopijskim dermatitisom (Daris, 2018). Preporucuje se
dnevni unos od 1-2 grama omega-3 masnih kiselina.

Vitamin D igraklju¢nuuloguuregulacijiimunoloskog odgovoraiodrzavanju zdravljakoze. Nedostatak
vitamina D moze povecati rizik od razvoja atopijskog dermatitisa i pogorSanja simptoma. Preporucuje
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se unos vitamina D putem izlaganja suncu ili konzumiranjem hrane bogate ovim vitaminom, kao $to
su masna riba, jaja i obogaceni mlije¢ni proizvodi. Takoder, suplementacija vitaminom D moze biti
korisna, posebno kod osoba sa nedostatkom ovog vitamina (Mahlknecht, 2019).

Probiotici mogu doprinijeti ravnoteZzi crijevne flore 1 smanjiti upalu, §to moze pozitivno uticati i na
simptome atopijskog dermatitisa. Istrazivanja sugeriSu da suplementacija probioticima moze smanjiti
ucestalost recidiva i ozbiljnost simptoma kod pacijenata sa atopijskim dermatitisom (Taipale, 2017).
Probiotici se mogu naci u fermentisanim namirnicama kao Sto su jogurt, kefir, kiseli kupus, ili kao
suplementi.

Antioksidansi, kao §to su vitamini A, C i E igraju vaznu ulogu u zastiti koze od oSte¢enja izazvanih
slobodnim radikalima. Oni pomazu u smanjenju oksidativnog stresa koji moze pogorsati simptome
atopijskog dermatitisa. Namirnice bogate antioksidansima, poput bobicastog voca, citrusa, zelenog
povréa i orasastih plodova, trebaju biti ukljucene u svakodnevnu ishranu.

Namirnice koje treba izbjegavati

Kod nekih osoba sa atopijskim dermatitisom, mlije¢ni proizvodi mogu izazvati alergijske reakcije
koje pogorsavaju simptome. lako nije kod svih pacijenata, isklju¢ivanje mlijeka i mlije¢nih proizvoda
iz ishrane moze pomoc¢i u smanjenju upale i svraba (Osborn, 2020).

Jaja su potencijalni alergen koji moze izazvati pogorSanje simptoma kod pacijenata sa atopijskim
dermatitisom, narocito kod onih koji su alergi¢ni na proteine jaja (Beyer, 2018).

Iako nije dokazano da gluten direktno uzrokuje atopijski dermatitis, neki pacijenti sa AD-om mogu
primjetiti poboljSanje simptoma nakon eliminacije glutena iz ishrane.

ZAKLJUCAK

Farmaceuti kao zdravstveni stru¢njaci igraju klju¢nu ulogu u tretmanu atopijskog dermatitisa, kako u
pogledu farmakoterapije, tako i u edukaciji pacijenata i prevenciji komplikacija. Pravilna edukacija
o terapiji, redovno pracenje stanja pacijenta, kao i saradnja sa drugim zdravstvenim radnicima, mogu
znacajno poboljsati kvalitet zZivota pacijenata sa atopijskim dermatitisom.
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