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Uvodna rijeC predsjednika simpozija
Drage studentice i studenti, kolegice i kolege,

[znimno nam je zadovoljstvo $to ste odlucili sudjelovati na 6. Simpoziju studenata
farmacije i medicinske biokemije (FARMEBS 2017) u organizaciji Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, a u suradnji sa Studentskim zborom i Hrvatskom udrugom
studenata farmacije i medicinske biokemije. Ovaj, sada ve¢ tradicionalni skup, sluzi kao
platforma za razmjenu iskustava, znanja i rezultata koje su studenti stekli sudjeluju¢i u
znanstveno-istrazivackim projektima Fakulteta te u izradi svojih doktorskih, rektorskih i

diplomskih radova.

Ovogodisnji FARMEBS posvecen je svim aspektima istrazivanja i razvoja novih lijekova
$to se ocrtava i u programu dviju sekcija Od molekule do lijeka te Zivot lijeka nakon registracije.
[znimna nam je ¢ast da ¢emo ove godine ugostiti prof. dr. sc. F. P. Guengericha sa Sveucilista
Vanderbilt, Nashville, TN, SAD kao plenarnog predavaca. Profesor Guengerich je pionir u

istrazivanju citokroma P450, enzima bez kojih je metabolizam lijekova nezamisliv.

FARMEBS 2017.je po mnogocemu prvi. Kako bismo osigurali istinski uvid u uklju¢enost
studenata u znanstveni rad na Fakultetu, organizirali smo postersku sekciju s moguénosti
predstavljanja svih rezultata rada tijekom 2016.i 2017. godine neovisno jesu li ve¢ objavljeni

ili su po prvi put predstavljeni.

Ove godine financiranje FARMEBSa je u potpunosti neovisno. Na FARMEBSu redovito
sudjeluje 180 studenata (maksimalni broj), iako je zanimanje uvijek vece. Da bismo osigurali
besplatno sudjelovanje za sve studente uloga pokrovitelja je neizmjerna neovisno o kojem

obliku pokroviteljstva je rije¢. Zahvaljujemo se svima.

FARMEBSu su se ove godine pridruzili i studenti studija farmacije Sveucilista u Splitu i
SveucdiliSta u Mostaru. Izuzetna nam je radost da su se bez imalo oklijevanja i s velikom voljom
odazvali pozivu za sudjelovanje, predstavljajuci rezultate svojih znanstvenih i stru¢nih radova.
Dok studijskim programima predstavljamo zdravu konkurenciju, znanstveni uspjesi jednih

motiviraju druge na rad, a sve na dobrobit struke.

Akademski postupati znaci dijeliti znanje i ukljucivati one Zeljne znanja. U tom duhu
Zelimo da vam protekne FARMEBS 2017.

./
Ffanda Lo c

doc. dr. sc. Miranda Serti¢ doc. dr. sc. Mirza Boji¢

Znanstveni odbor Organizacijski odbor



Uvodna rijeC dekana FBF-a

Postovane kolegice i kolege, dragi studenti,

Cast mi je i iznimno zadovoljstvo pozdraviti vas u
ime nastavnika, suradnika, studenata i ostalih zaposlenika
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu i u
svoje osobno ime u prigodi otvaranja 6. Simpozija studenata
farmacije i medicinske biokemije (FARMEBS). Posebno bih

pozdravio naSeg dragog gosta, plenarnog predavaca prof. dr.

sc. Fredericka Guengericha (SveuciliSte Vanderbilt, Nashville,

Tennessee) s kojim doc. dr. sc. Boji¢ ima dugogodi$nju suradnju.

Ovogodisnji FARMEBS posvecen je lijeku od njegovog otkri¢a do registracije i Zivota
na trziStu te njegovoj primjeni kako u terapiji tako i dijagnostici. Medu nizom noviteta
FARMEBSAa 2017 je i sudjelovanje studenata farmacije, predstavnika SveuciliSta u Splitu i
Mostaru kojima Zelim dobrodoslicu na nasoj ustanovi. Po prvi puta program FARMEBSa je
obogacen i posterskim priop¢enjima s kojima ¢e se posti¢i uvid na ¢emu se radilo protekle
godine kako na naSem SveuciliStu tako i na nama srodnim fakultetima. Vjerujem da ¢e program
simpozija (predavanja i posterska izlaganja) biti poticajan u znanstvenom i stru¢nom smislu.

Na kraju, izrazio bih iskrene Cestitke Organizacijskom i Znanstvenom odboru, posebno
predsjedniku organizacijskog odbora doc. dr. sc. Mirzi Boji¢u i predsjednici znanstvenog

odbora doc. dr. sc. Mirandi Serti¢ te svima zazelio uspjeSan rad, plodne rasprave i ugodno

é\M@Q&X
prof. dr. sc. Zeljan Male$
Dekan FBF-a

druzenje.
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Plenarno predavanje

Importance of Cytochrome P450 Enzymes in Drug

Metabolism

Citokromi P450 i metabolizam lijekova

Frederick Peter Guengerich
Vanderbilt University School of Medicine, Nashville, USA

The cytochrome P450 (P450, CYP) field has
its origin with studies in the metabolism
of drugs, steroids, and carcinogens in the
1940s. Biochemical characterization of the
P450s occurred in the early 1960s and addre-
ssed the issue of whether a single enzyme or
many was present. Today we understand the
world of P450 in the context of 57 human
P450 genes plus more than 30,000 from
other species. Collectively the P450s are in
involved in >75% of the metabolism of drugs
in humans, and understanding a small set of
these has made it possible to predict drug
metabolism in vitro early in the drug deve-
lopment process. The knowledge base with
human P450s has led to rational prediction
of drug-drug interactions, an important
aspect of modern pharmacy. Another impor-
tant area is the understanding of genetic
polymorphisms in P450s, which can explain
many of the variations in patient responses

FD

to drugs. X-ray crystal structures of at least 23
of the 57 human P450s have made it possible
to rationalize how these enzymes bind drugs
and where they oxidize them. In several cases
(P450s 51, 17A1, 19A1, and others) drugs
have been designed as inhibitors and used to
treat diseases. Our knowledge of P450s has
facilitated understanding the bioactivation of
drugs and their toxicity (e.g., thalidomide).
In addition to drugs, many of the P450s are
also involved in the metabolism of steroids
and fat-soluble vitamins (A, D, E, K). One inte-
rest in this laboratory and others is defining
the substrates of and reactions catalyzed
by some human P450 “orphans,” i.e. P450s
without a characterized function. Progress
has been made in this area, including identifi-
cation of the retinoid desaturase P405 27C1,
which has roles in vision in fish but in skin
metabolism of retinoids in humans.
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Predavanje pod pokroviteljstvom

Beckman Coulter - Vas$ partner u svakodnevnom radu
Beckman Coulter - Your Partner in Daily Work

Darko Bortek

Beckman Coulter

Partner znacenje: “osoba koja s nekim nesto dijeli, koja s nekim radi, sudionik, suigrac,

(Hrvatski Leksikon 2016).

Na pragu treceg tisuclje¢a, uz suvremeni
razvoj znanosti i visoko sofisticiranu tehno-
logiju, razvoj medicinsko biokemijske dija-
gnostike nezaobilazni je segment moderne
medicine. Danas je gotovo nemoguce raditi
bez tima u kojem jednu od bitnih karika ¢ini
upravo medicinsko biokemijska dijagnostika
kao bazi¢na, polazna osnova u otkrivanju
bolesti, lijeCenju i izljeCenju bolesnika.

U ozracju tima, kao jedan od partnera u
svakodnevnom radu medicinskog bioke-
mijskog laboratorija, sudjeluje i Beckman
Coulter biokemijsku,
hematolosku i urinsku dijagnostiku.

Nasi analizatori za biokemijsku, imunolosku,
hematoloSku i urinsku dijagnostiku optimizi-
raju svakodnevni laboratorijski rad, omogu-
Cavaju¢i tocne i standardizirane rezultate
i najve¢u mogucéu zastitu laboratorijskoga
osoblja od ozljeda.

Jucer, danas i sutra, Beckman Coulter prati
zahtjeve svojih partnera odnosno Vasi cijelog
Vaseg tima koji stoji iza Vas.

kroz imunolosku,

& BECKMAN
COULTER
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Predavanje HALMED-a

Zivot lijeka nakon davanja odobrenja za stavljanje u promet

The Life of a Drug after Approval

Darko Krni¢

Agencija za lijekove i medicinske proizvode

Nakon $to lijek napusti dobro kontrolirane
uvjete klinickih ispitivanja te po dobivanju
odobrenja za stavljanje u promet postane
dostupan Siroj populaciji, nuzno je usposta-
viti takav sustav pracenja sigurne primjene
lijekova koji ¢e na vrijeme detektirati nove
sigurnosne rizike primjene odredenog lijeka.
O takvim rizicima najces¢e dobivamo infor-
macije kroz prijave nuspojava, odnosno
Stetnih i neZeljenih reakcija na lijek, a koje
su uzrok su 5% hospitalizacija, 5% bolnickih
smrtnih ishoda i oko 197.000 smrtnih ishoda
godiSnje u Europskoj uniji. Prijavljivanje
sumnji na nuspojave zakonska je obveza
zdravstvenih radnika te vaZan izvor podataka
o sigurnosti primjene lijekova. Provodi se s
ciljem unaprjedenja i zaStite javnog zdravlja
te osiguranja sigurne i ucinkovite primjene
lijekova.

U predavanju ¢e biti prikazani podaci o
sustavu prijavljivanja sumnji na nuspojave
u Hrvatskoj, proces prijavljivanja, pregled
prijava sumnji na nuspojave zaprimljenih u

FD

\_—HALMED

Agency for Medicinal Products
and Medical Devices of Croatia

2016. godini te trendovi prijavljivanja sumnji
na nuspojave u posljednjih nekoliko godina.
Cilj je predavanja ukazati na vaznost prijav-
ljivanja i poboljSanja kvalitete prijava sumnji
na nuspojave.

[1] Zakon o lijekovima (Narodne novine, br.
76/13.ibr.90/14.)

[2] Pravilnik o farmakovigilanciji (Narodne
novine, br. 83/13.)

[3] Guideline on good pharmacovigilance
practices (GVP) Module VI - Management and
reporting of adverse reactions to medicinal
products), Rev.1 (08. 09.2014.)

[4] Podaci dostupni na internetskim stranicama
Europske agencije za lijekove (www.ema.europa.
eu)

[5] Podaci dostupni na internetskim stranicama
www.web-radr.eu
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Dizajn i sinteza sahakina, potencijalnih antimalarika dvojnog djelovanja
Design and Synthesis of Sahaquines, Potential Dual-Acting Antimalarials

Maja Beus'?, Zvonimir Mlinari¢?, Zrinka Raji¢ DZoli¢?, Branka Zorc?

!Poslijediplomski doktorski studij, FBF

2Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sveucilista u Zagrebu

3Studij farmacije, FBF

Malarija je smrtonosna bolest tropskih i
suptropskih krajeva koja se prenosi ubodom
komarca, a uzrokovana je parazitima roda
Plasmodium, P. falciparum, P. knowlesi, P
vivax, P. ovale i P malariae. Trenutno prva
linija terapije ukljucuje artemisinin i njegove
derivate u kombinaciji s krvnim shizontoci-
dima razlicitih mehanizama djelovanja [1]. U
slucajevima zaraze P, vivaxi P, ovale, merozoiti
u jetri mogu prije¢i u hipnozoite (latentni
oblik) i tada se primakin (PQ), jedini dostupni
hipnozoitocid, mora uvesti u terapiju [2].
Medutim, sve viSe se javljaju otporni sojevi
roda Plasmodium, Sto dovodi do neucinkovi-
tosti postojecih lijekovai potrebe za otkricem
lijekova s novim mehanizmima djelovanja
[1].Jedna od metoda razvoja novih lijekova je
priprava hibridnih lijekova, u kojima su dva
neovisna farmakofora kovalentno povezana.

Histonske deacetilaze (HDAC) imaju klju¢nu
ulogu u moduliranju strukture kromatina u
stanicama sisavaca, u transkripciji i ekspresiji
gena. Takoder je primije¢eno da HDAC reguli-
raju transkripciju gena u P, falciparum. Tri od
pet HDAC-a P, falciparum su Zn-ovisni enzimi,
te ih vorinostat (suberoilanilid hidroksamska
kiselina, SAHA), poznati inhibitorhumane
HDAC, takoder inhibira. Farmakofor u vori-
nostatu je terminalna hidroksamska kiselina
koja kompleksira cink iz aktivnhog mjesta
HDAC [3].

Temeljem tih saznanja dizajnirani su sahakini,
konjugati primakina i vorinostata, za koje
ocCekujemo da ¢e imati dvojno antimalarijsko

Y = CHy, (CHz)z, CH=CH, (CH2)3, (CH2)4, (CH2)6§—©'§
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djelovanje, odnosno da ¢e djelovati i na
eritrocitnu i na hepatocitnu fazu plazmo-
dija. Kako bismo provjerili nasu hipotezu,
mijenjali smo sljedete parametre: duljinu
i prirodu poveznice izmedu primakinskog
i hidroksamskog dijela molekule (zasicena
ili nezasi¢ena alkilna ili arilna poveznica),
kao i supstituente na samoj hidroksamskoj
funkcionalnoj skupini, pri ¢emu smo dobili
Cetiri vrste derivata: O-benzilhidroksamske
kiseline 4, nesupstituirane hidroksamske
kiseline 5, O-metilhidroksamske Kkiseline 6
i N-metilhidroksamske kiseline 7 (Shema).
Reakcije sinteze spojeva 4- 7 jednostavne su,
a iskoristenja visoka.

U tijeku je ispitivanje antimalarijskog djelo-
vanja in vitro na eritrocitnu i hepatocitnu
fazu parazita malarije.

Ovaj rad financirala je Hrvatska zaklada za
znanost projektom [P-2014-09-1501.

[1] D. Argawal, R. D. Gupta, S. K. Awasthi, Antimi-
crob. Agents Chemother. 61 (2017) e00249-17.
[2] E. D. da Cruz, C. Martin, K. Buchholz, M. J.
Lafuente-Monasterio, T. Rodrigues et al. . Infect.
Dis. 205 (2012) 1278-1286.

[3]]. M. Ontoria, G. Paonessa, S. Ponzi, F. Ferrigno,
E. Nizi et al. Med. Chem. Lett. 7 (2016) 454-459.

KLJUCNE RIJECI: primakin, vorinostat, hibridni
lijekovi, malarija

KEYWORDS: primaquine, vorinostat, hybrid
drugs, malaria
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Mukopenetrativne nanocestice cefiksima

Mucus-Penetrating Nanoparticles of Cefixime

Severina Jajcevic!, Mario Jug?

1Studij farmacije, FBF
2Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sveucilista u Zagrebu

Cefiksim je cefalosporinski antibiotik trece
generacije, stabilan na hidrolizu (-laktama-
zama, a djeluje baktericidno na Haemop-
hilus influenzae, Moraxella catarrhalis i
Naisseria gonorrhoeae te na Streptococcus
vrste. Primjenjuje se oralno kao druga linija
lijeCenja infekcija respiratornog, urinarnog i
bilijarnog sustava uzro¢nicima koji ne reagi-
raju na polusintetske peniciline [1]. Cilj ovog
rada je razviti novi terapijski nanosustav
koji ¢e omoguciti lokalnu primjenu cefik-
sima na mukozne sluznice tijela te tako
smanjiti nuspojave povezane sa sistem-
skom primjenom antibiotika. Medutim,
sluz koja oblaZe sluznice djeluje kao ucin-
kovita zastitna barijera, hvatajuci i elimi-
nirajuéi strane Ccestice. Time se znacajno
smanjuje mogucnost nanocestica da ucin-
kovito dostave lijek. U tu svrhu su razvijene
mukopenetrativnhe nanocestice, kojima je
povrsina obloZena lancima polietilenglikola
(PEG) niske molekulske mase. Smatra se da
PEG povecava hidrofilnost povrsine nano-
Cestica, ¢ime se olakSava njihov prolaz kroz
sloj sluzi te se izbjegava nastajanje razlicitih
hidrofobnih interakcija koje se smatraju
odgovornim za zadrzZavanje stranih cestica u
strukturi sluzi [2].

Kao osnova za izradu nanocestica koriSten
je kopolimer metil vinil etera i anhidrida
jabucne kiseline (Gantrez AN-169), kojeg
odlikuje netoksicnost, biokompatibilnost te
izvrsna bioadhezivnost u vlaZznom okolisu.
U bezvodnom mediju anhidridne veze kopo-
limera reagiraju s dostupnim hidroksilnim
skupinama, omogucujuéi relativno jedno-
stavnu modifikaciju povrSine nanocestica
[3]. U ovome radu, povrsina nanocestica je
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oblagana PEG razli¢itih molekulskih masa
(4000, 6000 i 10000) te se pratilo kako
korisSteni polimer utjeCe na uklapanje lijeka
te veli¢inu i svojstva povrsine nanocestica.
Nanocestice su pripremljene postupkom
desolvacije te su nakon prociscavanja liofi-
lizirane uz laktozu monohidrat i glukozu
monohidrat kao krioprotektante. Prikladnost
koristenih krioprotektanata vrednovana je
ispitivanjem promjene velicine i zeta-poten-
cijala nanocestica u odnosu na svjeZe prire-
dene uzorke.

Pripremljene nanocestice su monodisperzne,
a srednji promjer pripremljenih nanoce-
stica varira od 141,8 do 162,5 nm, zavisno
o molekulskoj masi PEG-a, $to je u rasponu
veli¢ina koja osigurava mukopenetrativnost.
PEGiliranjem se postize i dugoroc¢na stabil-
nost nanocestica. Zeta potencijal nanocestica
varira od -41,5 do -48,8 mV te se od sustava
se ne ocekuje da ¢e pokazati fizicku nestabil-
nost. Uklapanje cefiksima u nanocestice je
relativno nisko te varira od 7 do 10%. Nano-
Cestice obloZene PEG 6000 te liofilizirane
uz glukozu monohidrat kao krioprotektant

lokalnu primjenu na sluznice.

[1] H. M. Arshad, O. A. Mohiuddin, M. B. Azmi, .
Appl. Pharm. Sci. 2 (2012) 109-113.

[2] S. L. Kai, Y. Y. Wang, ]. Hanes, Adv. Drug Deliv.
Rev. 61 (2009) 158-171.

[3] L. Inchaurraga, N. Martin - Arabella, V. Zaba-
leta, G. Quincoces, I. Penuelas, J. M. Irache, Eur. J.
Phram. Biopharm. 97 (2015) 280-289.

KLJUCNE RIJECI: mukopenetrativne nanocestice,
sluz, cefiksim, polietilenglikol, uklapanje lijeka
KEYWORDS: mucus- penetrating nanoparticles,
mucus, cefixime, polyethylene glycol, drug incor-
poration
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glioblastoma A1235
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Apoptoza ili programirana stani¢na smrt
je normalni fizioloSki oblik smrti stanice.
Proteini koji imaju vaZnu ulogu u procesu
apotoze su: Bcl-2, Smac/Diablo, IAP,
kaspaza-3 (ced-3), kaspaza-4 (ced-4),
kaspaza-8 (ced-8), kaspaza-9 (ced-9), TNF
Fas, i brojni drugi, koji nizom signalnih puteva
aktiviraju nizvodne puteve koji ¢e dovesti do
stani¢ne smrti [1].

Oleuropein spada u fitokemijsku skupinu
iridoida, to¢nije sekoiridoida. Iridoidi su deri-
vati ciklopentanopirana, a kod sekoiridoida
dolazi do otvaranje ciklopentanskog prstena.
U biljkama nastaju biosintetskim putem
mevalonske Kkiseline. Osim oleuropeina, u
listu masline prisutni su i njegovi razni deri-
vati, kaodemetiloleuropein, metilni ester
oleozida, ligstrozid, dimetilni ester oleozida,
oleurozid i drugi [2].

Stupanj apoptoze je pra¢en proto¢nom cito-
metrijom. Stanice koje su u fazi rane apoptoze
obojane su aneksinom-V obiljeZenim zelenim
fluorokromom, dok su stanice u kasnoj apop-
tozi obojane propidij jodidom koji fluores-
cira crveno. Postotak apoptotickih stanica
je izrazenkao broj fluorescirajuc¢ih stanica
u ukupnom broju stanica, Cija je vrijednost
postavljena kao 100%.

[z rezultata je vidljivo da oleuropein i
ekstrakt lista divlje masline djeluju na apop-
tozu stanicne linije A1235. Pri visoj konce-
traciji oleuropeina postotak ulaska stanice
u apoptozu veci, te je time smanjen postotak

preZzivjelih stanica. Kod ekstrakta lista divlje
masline postotak ulaska stanica u apop-
tozu je povezan s koncentracijom. U odnosu
na stanice tretirane oleuropeinom, veci je
broj prezivjelih A1235 stanica tretiranih
ekstraktom lista divlje masline. Dokazanom
ucinku ekstrakta lista divlje masline vjero-
jatno doprinose i druge sastavnice poput(iri-
doidi, triterpeni, flavonoidi, kalkoni, fenolne
kiseline, kumarini) koji upravo zbog fito-
kemijskih karakteristika pridonose ulasku
stanice u apoptozu. Kojim mehanizmom
oleuropein i ekstrakt lista divlje masline
poticu apoptozu moZemo samo preposta-
viti. U dosada$njim istraZivanjima spominju
se inhibicija putem TNF-a, NF-kB, COX-2 i
indukcije miRNA [3].

[1] E. Vrdoljak, M. Samija, Z. Kusi¢, M. Petkovi¢, D.
Gugi¢, Z. Krajina, Biologija raka: Genska osnova
raka, u: Klini¢ka onkologija, A. Rai¢ (ur.), Medi-
cinska naklada, Zagreb, 2013, 1-2.

[2] European Medicines Agency. Assessment
Report on Olea europaea L., folium, EMA/HMPC/
430506/2009, European Medicines Agency,
London, 2011.

[3] S.Lamy, A. Ben Saad, A. Zgheib, B. Annabi, J.
Nutr. Biochem. 27 (2016) 136-145.
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KEYWORDS: apoptosis, oleuropein, wild olive leaf,
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Kora obi¢ne krkavine, Frangula alnus Mill.
(sin. Rhamnus frangula 1.) od davnina se
koristi kao laksativ, no zbog zabiljeZenih
negativnih uc¢inaka (gubitak kalija, nadraze-
nost crijeva i razvoj karcinoma) preporuca se
kratkotrajna primjena preparata na bazi kore
obi¢ne krkavine [1, 2].

Cilj ovoga istrazivanja bio je ispitati toksic-
nost i mehanizme toksi¢nosti ekstrakta
kore obi¢ne krkavine. Pored toga ispitan je
i emodin, sekundarni metabolit kore obi¢ne
krkavine kojem se pripisuje laksativno djelo-
vanje.

Istrazivanje je provedeno naizoliranim mono-
nuklearnim stanicama ljudske krvi (limfo-
citi) koji su tretirani ili vodenim pripravkom
ekstrakta kore obi¢ne krkavine (raspon
koncentracija 0-1750 pg/mL) ili emodinom
(raspon koncentracija 0-200ug/mL) tijekom
24 sata. Citotoksi¢nost je odredena diferen-
cijalnim bojanjem, a genotoksi¢nost alkalnim
komet testom. Razina oksidacijskog stresa
prac¢ena je fluorescentnom mikroskopijom
mjerenjem reaktivnih kisikovih vrsta (ROS)
i glutationa (GSH). Rezultati su izraZeni kao
% * SD, u odnosu na kontrolnu skupinu
(kontrolna skupina postavljena je na 100%;
kontrolni uzorak tretiran je otapalom). Dobi-
veni rezultati izmedu kontrola i tretiranih
skupina usporedeni su pomocu Mann-W-
hitney U testa (citotoksi¢nost, ROS i GSH)
ili Newman-Keulsovim testom (genotoksic-
nost). Statisticka znacajnost postavljena je na
P<0,05.

Ekstrakt kore obi¢ne krkavine bio je
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citotoksi¢an i genotoksican za limfocite
od koncentracije 500 pg/mL (razli¢ito od
kontrole; P<0,05). Citotoksi¢nost i genotok-
sicnostemodina zabiljezena je kod koncen-
tracije 150 pg/mL (razli¢ito od kontrole;
P<0,05). Ekstrakt kore uzrokovao je porast
ROS-ova kod koncentracije 250 pg/mL (razli-
Cito od kontrole; P<0,05), no promijene u GSH
nije bilo (P>0,05). Emodin pri koncentraciji
od 100 pg/mLuzrokovao je porast ROS-ova
(razlic¢ito od kontrole; P<0,05), a promjena u
razini GSH nije zabiljezena (P>0,05).
Rezultati upucuju da ekstrakt kore obicne
krkavine i emodin u koncentracijama koje
nisu citotoksi¢ne i genotoksi¢ne uzrokuju
nastajanje ROS-ova Sto ukazuje na oksi-
dacijski stres kao mehanizam citotoksic-
nosti i genotoksic¢nosti ispitivanih spojeva.
S obzirom da je u¢inak emodina primijecen
kod nizih koncentracija, dobiveni rezultati
potvrduju da emodin pridonosi toksi¢nosti
kore obi¢ne krkavine. Iz dobivenih rezultata
moZe se zakljuciti da se preparati na bazi
kore obi¢ne krkavine ili emodina trebaju
koristiti s oprezom.

[1] European Parliament and the Council of the
European Union, EU Directive 2001/83/EC,
Official Journal of the European Communities L
311 (2001) 67.

[2] European MedicinesAgency, Assessment
report on Rhamnus frangula L., EMEA/
HMPC/76306 (2006) 14-21.

KLJUCNE RIJECI: Frangulae cortex, emodin, cito-
toksi¢nost, genotoksicnost, oksidativni stres
KEYWORDS: Frangulae cortex, emodin, cytotoxi-
city, genotoxicity, oxidative stress
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P-selektin je adhezijska molekula trombo-
citne membrane koja ima Kklju¢nu ulogu u
njihovom pokretanju prema mjestu vasku-
larne ozljede i agregaciji [1]. Opisano je
nekoliko polimorfizama u genu PSEL koji
mogu uzrokovati trombofiliju [2]. [shemijski
moZdani udar (MU) u djece, unato¢ niskoj
pojavnosti, bitan je uzrok smrtnosti i morbi-
diteta. Dosadasnja istrazivanja su prepoznala
trombofiliju kao jedan od mogudih rizi¢nih
¢imbenika za njegov nastanak [3], ali jo$
ne postoje podaci o povezanosti genetickih
trombofilnih rizi¢nih ¢imbenika s lokaliza-
cijom MU u djece.

Svrha ovog istrazivanja bila je ispitati ulogu
polimorfizama u genu PSEL u arterijskom
ishemijskom MU u djece s obzirom na lokali-
zaciju ishemijske lezije.

DNA je izolirana metodom isoljavanja iz
uzoraka krvi 112 djece (46 djevojcica, 66
djec¢aka) s perinatalnim MU (N=51) i MU
u djecjoj dobi (N=61). Genotipizacija poli-
morfizama S290N, N562D, V599L i T715P
u genu PSEL, uinjena je pomocu alel-speci-
ficnog PCR-a ili PCR-a u stvarnom vremenu
analizom krivulje taljenja visoke razlucivosti.
Podaci o lokalizaciji MU za svakog bolesnika
prikupljeni su iz njihovih povijesti bolesti
i rezultata magnetske rezonancije mozga.
Statisticka analiza dobivenih podataka
napravljena je pomocu alata SNPStats.
Prikupljeni podaci o lokalizaciji MU su poka-
zali prisutnost kortikalnog MU u 69 djece
(39 s perinatalnim i 30 s MU u djecjoj dobi)

te subkortikalnog MU u 43 djece koji je ¢eS¢i
u djecjoj dobi (N=31) za razliku od perina-
talnog razdoblja (N=12).

Analizom dobivenih rezultata genotipizacije
polimorfizama PSEL prema lokalizaciji ishe-
mijske lezije, za polimorfizam S290N zabilje-
Zena je veca frekvencija genotipova SN i NN u
djece s kortikalnim MU u odnosu na subkor-
tikalni MU (0,37 vs. 0,26). Za polimorfizam
N562D genotip DD je bio zastupljeniji u korti-
kalnom u odnosu na subkortikalni MU (0,30
vs. 0,18). Zarazliku od toga, u djece sa subkor-
tikalnim MU zabiljeZene su vece frekvencije
heterozigota za polimorfizme V599L i T715P
nego u djece s kortikalnim MU (0,221 0,19 vs.
0,11 i 0,13). Medutim, ni jedna od opaZenih
razlika nije bila statisticki znacajna (p=0,260,
p=0,170, p=0,100 i p=0,330).

Zakljuc¢ak ovog istrazivanja jest kako poli-
morfizmi S290N, N562D, V599L i T715P u
genu za P-selektin nisu povezani s lokaliza-
cijom MU u djece. Medutim, dobivene rezul-
tate trebalo bi potvrditi na ve¢em broju ispi-
tanika.

[1] B. Labar, E. Hauptman, Hematologija, Skolska
knjiga, Zagreb, 2007.

[2] P. André, Br. J. Haematol. 126 (2004) 289-306.
[3] R. Zadro, D. Coen Herak, Biochemia Medica
22 (2012) 298-310.
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Reakcija izmedu 5-fluorouracila (5-FU) i
hipokloraste kiseline kljucan je proces koji se
dogada tijekom obrade otpadnih voda klori-
ranjem odnosno u aktiviranim neutrofilima
pacijenta tokom farmakoterapije karcinoma.
U ovom radu, kombinacijom eksperimen-
talnih i teorijskih metoda je predlozZen reak-
cijski mehanizam kloriranja 5-FU hipoklora-
stom kiselinom.

Pokazano je da Kkinetic¢ki i termodinamicki
favorizirani trans-klorhidrin 3a nastaje preko
iminskog meduprodukta 2, uz energetske
barijere TS, = 82,90 k]/mol i TS, = 40,07
kJ/mol. Daljnje kloriranje se odvija u N1-po-
loZaju preko N1-anionskog meduprodukta uz
energetsku barijeru 2TS, koja iznosi 85,43
kJ/mol. Konacni produkt kloriranja je gemi-
nalni diol.

Strukturne karakteristike produkata i
meduprodukata odredene su koriStenjem
'H, F i C NMR spektroskopije te HPLC/
ESI - MS-a. Reakcijski mehanizam istraZen
je koriStenjem kvantno-kemijskih metoda.

B3LYP/6-31G(d). Otapalo je opisano impli-
citnom SMD metodom uz KoriStenje opti-
malnog broja eksplicitno dodanih molekula
vode. Racunalno dobiveni podaci u skladu su
s eksperimentalnim opaZanjima.
EkotoksikoloSkom analizom na testnom
vodenom organizmu Daphnia magna utvr-
deno je da je klorhidrin 3a manje toksican, a
produkt 11 viSe toksi¢an od ishodne supstan-
cije 5-FU. Dobiveni rezultati klju¢ni su za
poznavanje ekoloske sudbine 5-FU i predla-
ganje novih, manje toksi¢nih nacina obrade
otpadnih voda.

[1] C.C. Winterbourn et al., Ann. Rev. Biochem. 85
(2016), 765-792.

[2] M. Deborde, U. von Gunten, Water Res. 42
(2008), 13-51.

[3]].L. Acero, E] Benitez, EJ. Real, G. Roldan,
Water Res. 44 (2010), 4158-4170.

KLJUCNE RIJECI: 5-fluorouracil, hipoklorasta kise-
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Trombotske mikroangiopatije (TMA) su pato-
loska stanja uzrokovana ozljedama endotela
s posljedicom stvaranjamikrotromba u kapi-
larama i arteriolama [1]. Jedna od pozna-
tijih TMA je trombotic¢ka trombocitopeni¢na
purpura (TTP). U njenoj patofiziologiji lezi
pojava neobi¢no velikih multimera von
Willebrandovog faktora zbog deficijencije
metaloproteinaze ADAMTS13 odgovorne za
njegovu razgradnju [2]. Simptomi obuhva-
¢aju mikroangiopatsku hemoliticku anemiju
i trombocitopeniju[2]. Rizi¢ni Cimbenici
za TTP, medu ostalim ukljuc¢uju koriStenje
inhibitora aktivacije trombocita, kinina i
kokaina [1]. 0d 2012. godine je u Sjedinjenim
Americkim Drzavama prijavljen velik broj
slucajeva naizgled neobjasSnjive pojave TTP,
koja se u kasnijim istraZivanjima povezala s
intravenskom administracijom oralne formu-
lacije s produzenim oslobadanjem oksimor-
fonhidroklorida trgovackog imena Opana ER,
proizvodaca EndoPharmaceuticals [1]. Oksi-
morfonhidroklorid je polusintetski opioid,
jaki analgetik koji se u navedenoj formu-
laciji redovito koristi za terapiju kroni¢ne
boli, a na nasem trziStu nije dostupan. U
proslosti su zabiljeZeni slucajevi mrvljenja
i otapanja tableta za intravensku aplikaciju
zbog euforijskih efekata oksimorfona [1].
Zato je 2012. na americkom trziStu pustena
nova formulacija, koja je kao pomoc¢ne tvari
sadrzavala polietilen oksid (PEO) i polieti-
lenglikol (PEG), no zlouporaba se nastavila
[2]. U pacijenata s anamnezom intravenske-
zlouporabe Opana ER, zabiljezena jedispneja,
trombocitopenija, hemoliticka anemija, a u
nekih i akutno zatajenje bubrega. Biopsijom
bubrega dokazana je TMA uz normalnu aktiv-
nost ADAMTS13 [2]. Temeljem ranije studije

kojom je u Stakora uocen razvoj trombocito-
penije nakon intravenske primjene PEO [3],
posumnjalo se na mogucu etiolosku pove-
zanost smjese pomoc¢nih tvari s vecinskim
udjelom visokomolekularnog (HMW) PEO
te pojavom TMA i u navedenih pacijenata. U
nedavno objavljenoj studiji, nakon simulacije
otapanja i ekstrakcije pomo¢nih tvari, autori
su zamorci¢ima injektirali 0,1 ili 0,3 mg dobi-
vene smjese u jednoj dozi ili u intervalima od
90 minuta[2]. S rastom koncentracije PEO je
paralelno doslo do intravaskularne hemolize,
pojave shistocita i trombocitopenije. Imuno-
kemijskim tehnikama je PEO detektiran u
endotelu i lumenu bubreznih arterija Zivo-
tinja, ¢ime je njegov efekt potpuno potvrden
[2]. Obzirom da pomo¢ne tvari iz videnog
primjera mogu imati dominantnu ulogu u
razvoju nepozeljnih pojava, u cilju oCuvanja
kvalitete skrbi, lije¢nicima i ljekarnicima
se snazno preporuca da prilikom prepisi-
vanja, odnosno izdavanja bilo kakvih lijekova
upozore pacijente na rizike nepropisanog
koristenja.

[1] E. Marder, D. Kirschke, D. Robbins, J. Dunn, T.
F. Jones, J. Racoosin, L. Paulozzi, A. Chang. Morb
Mortal WKkly Rep. 62 (2013) 1-4.

[2] R. Hunt, A. Yalamanoglu, J. Tumlin, T. Schiller,
J. H. Baek, A. Wu, A. B. Fogo, H. Yang, E. Wong,

P. Miller, P. W. Buehler, C. Kimchi-Sarfaty.

Blood 129 (2017) 896-905.-

[3] G. V. Karpova, E. V. Abramova, T. Lamzina, E. A.
Timina, T. V. Vetoshkina. Eksp Klin Farmakol 67
(2004) 61-5.
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VaZnost pravilnog uzimanja terapije uvelike
se ogleda u posljedicama zdravstvenog stanja
pacijenata. Suradnja lije¢nika, farmaceuta i
pacijenta nuzna je za postizanje optimalnih i
Zeljenih ishoda lijecenja.

Svrha istrazivanja bila je prouciti koristenje i
vjerodostojnost uzimanja terapije od strane
pacijenata na podrucju Grada Zagreba uspo-
redbom lijekova koji su propisani od strane
lije¢nika i nezbrinutih lijekova u ljekarnama
na podrucju grada Zagreba.

Istrazivanje je ukljucivalo prikupljenje
nezbrinutih lijekova u 51 ljekarni na podrucju
grada Zagreba u trajanju od mjesec dana, od
1.4.2014. do 1.5.2014. godine, te usporedbu
s podacima Hrvatske agencije za lijekove i
medicinske proizvode. Nezbrinuti lijekovi,
ukljucujuci i one s istekom roka trajanja,
svrstani su prema Anatomsko Terapeutskoj
Klasifikaciji (ATC) u razlicite terapeutske
grupe. Nakon prikupljenih podataka doveli
smo ih u korelaciju s lijekovima najcesce
potrosnje na podrucju Grada Zagreba.
Nezbrinuti lijekovi najvisSe evidentirani u
ljekarnama su lijekovi s djelovanjem na
kardiovaskularni, potom ZzivCani i probavni
sustav. Isti lijekovi biljeZe i naj¢es¢u potrosnju
na podrudju Grada Zagreba. Kao dominantni
su se pokazali ramipril i amlodipin od kardio-
vaskularnih lijekova, diazepam i alprazolam
od lijekova s djelovanjem na sredi$nji Ziv€ani
sustav te metformin [1]. Prema ATC klasifika-
ciji zabiljeZene su razlike izmedu nezbrinutih
lijekova u ljekarnama i lijekova u evidenciji
potrosnje u Gradu Zagrebu. Lijekovi s djelo-
vanjem na sredis$nji ziv¢ani sustav i probavni
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sustav u obrnutom su poretku, na vrhu
ljestvice usporedbom dviju grupa. Asime-
tricnu potrosnju ukazuju i lijekovi s djelova-
njem na krv i krvotvorne organe. Najznacaj-
nija razlika izmedu potroSenih i nezbrinutih
lijekova vidljiva je u skupini dermatika.
Nesrazmjer se ocituje na polovi¢cnom, Sestom
mjestu u skupini lijekova nadenih u farma-
ceutskom otpadu i pretposljednjem u grupi
potrosenih lijekova.

PotroSeni i nezbrinuti lijekovi
potpunoj korelaciji u 60% slucajeva. Unatoc
veCem propisivanju lijekova s djelovanjem
na sredis$nji zivcani sustav, lijekovi s djelo-
vanjem na probavni sustav su dominan-
tniji u nezbrinutim lijekovima. Kao dodatni
¢imbenik pri potroSnji dermatika moZe se
uzeti njihovo krace vrijeme trajanja. Prema
navedenom zaklju¢ujemo kako pacijenti ne
uzimaju terapiju pravodobno i koliCinski
dovoljno, Sto dovodi do diskrepancije vidljive
na podrucju nezbrinutih lijekova. Potrebno
je uloziti dodatne napore u svrhu efikasnije
komunikacije izmedu pacijenta, lijecnika i
farmaceuta.

nisu u

[1] M. Bosnjak, I. Bosnjak, D. Drmi¢, Pharmaceu-
tical Waste Management in Pharmacies in Zagreb
(2016) The FASEB Journal vol. 30 no. 1 Supplement
933.10

KLJUCNE RIJECI: Anatomsko terapeutska klasifi-
kacija, Hrvatska agencija za lijekove i medicinske
proizvode

KEYWORDS: Anatomical Therapeutic Chemical
Classification, Agency for Medicinal Products and
Medicinal Devices of Croatia
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Posterska priopcenja

Novi semikarbazidni konjugati primakina i derivata cimetne kiseline*
Novel Cinnamic Acid-Primaquine Conjugates of Semicarbazide Type

Kristina Pavi¢, Petra Gilja, Filip Kozlina, Branka Zorc

University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry

Molecular hybridization approach based on
the combination of pharmacophoric moieties
of different compounds was used to produce
new hybrid molecules with cinnamic acid
derivatives (CAD) and primaquine (PQ)
motifs bound via spacer. CAD, a large group
of compounds appearing naturally in plants,
have a long history of human use. Impressive
number of papers report on their biological
activities (antitumor, antimicrobial, antio-
xidative, antidiabetic, hepatoprotective,
hypolipemic, antimalarial) and low toxicity
(1-3). On the other hand, primaquine is a
well-known antimalarial drug with antipro-
liferative potential. In our recent work we
have shown that primaquine derivatives with
substituted terminal amino group possess
significant cytostatic activity in low micro-
molar concentrations towards various cancer

cell lines (4, 5) or high selectivity towards
MCF-7 (breast cancer).

The starting compound benzotriazole
carboxylic acid chloride 1 was used for the
preparation of primaquine benzotriazolide
2, which reacted with hydrazine hydrate
and gave semicarbazide 3. The title CAD-pri-
maquine conjugates 5a-k were prepared by
acylation of product 3 with corresponding
CAD chlorides 4a-k. The following CAD were
used: cinnamic acid, a-methylcinnamic acid,
methoxy, dimethoxy, trimethoxy, methyle-
nedioxy, chloro, fluoro, trifluoromethyl and
bistrifluoromethyl cinnamic acid. Structures
of newly prepared N-cinnamoyl-primaquine
conjugates were confirmed by IR, *H and 3C
NMR and MS spectroscopy. Evaluation of
their biological activity is in progress.

N ,/N\Nj\q \(\/@/ _soch, 7(\)\/)
. o

NHaNH,

5&

[1] P. Sharma, J. Chem. Pharm. Res. 2011; 3,
403-423.

[2] P. De, M. Baltas, F. Bedos-Belval, Curr. Med.
Chem. 2011; 18,1672-1703.

[3] R. Lone, R. Shuab, K. K. Koul, Glob. ]. Phar-
macol. 2014; 8, 328-335.

[4] L. Perkovi¢, S. TrSinar, J. Zanetié, M. Kralj, .

4ak

S

Martin-Kleiner, ]. Balzarini, D. Hadjipavlou-Li-
tina, A. M. Katsori, B. Zorc, J. Enzyme Inhib. Med.
Chem. 2013; 28, 601-610.

[5] K. Pavi¢, I. Perkovi¢, M. Cindri¢, M. Pranjié, L.
Martin-Kleiner, M. Kralj, D. Schols, D. Hadjipa-
vlou-Litina, A.-M. Katsori, B. Zorc, Eur. J. Med.
Chem. 2014; 86, 502-514.

*XXIV EFMC International Symposium on Medicinal Chemistry, Manchester, UK, 2016
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Bioloska aktivnost novih amidnih konjugata primakina i derivata

cimetne Kiseline*

Biological activity of novel primaquine-cinnamic acid conjugates of the

amide type

Kristina Pavi¢!, Katja Ester? Marijeta Kralj?, Dominique Schols?, Dimitra Hadjipavlou-Litina®,

Eleni Pontiki* and Branka Zorc!

1University of Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Zagreb, Croatia

2 Rudjer Boskovic Institute, Division of Molecular Medicine, Zagreb, Croatia
*Katholieke Universiteit Leuven, Rega Institute for Medical Research, Leuven, Belgium
*Aristotles University of Thessaloniki, Faculty of Health Sciences, Thessaloniki, Greece

Novel primaquine-cinnamic acid (PQ-CADs)
conjugates of the amide type 1a-k, bearing
cinnamoyl moiety at the one and primaquine
moiety at the other side, prepared by our
research group (1) were evaluated for biolo-
gical activity. Their antiproliferative activity
was evaluated in vitro on five different types
of human tumor cell lines: lymphoblastic
leukemia (CEM), cervical carcinoma (HeLa),
lung carcinoma (NCI-H460), colon carci-
noma (SW 620), breast carcinoma (MCF-7)
and murine lymphocytic leukemia (L1210),
and compared with the standard anticancer
drugs (sorafenib, cisplatin and 5-fluorou-
racil) and PQ. Practically all PQ-CAD amides
were active against MCF-7 in low micromolar
concentrations, with o-fluoro derivative 1h
as the most active compound (IC,, 1.1 + 0.6
M). Activity against HeLa varied noticeably:
1a and 1h showed strong activity in low
micromolar concentrations (IC,, 4.0 + 0.9 M
and 2.1 + 2.1 M, respectively). Other amides
were either inactive (1c-e) or exerted very
weak activity (the rest of the compounds).
All compounds showed weak activity against
L1210 and CEM, and no activity against H460
cell line. Similarly, most of the amide deriva-
tives were inactive against SW 620. However,
1a and 1i showed mild and again, 1h very
strong activity (IC,, 0.3 £ 0.1 M) against the
same cell line.

Compounds la-k were evaluated against
a broad variety of viruses (herpes simplex
virus type 1 (KOS), herpes simplex virus 2
(G), herpes simplex virus 1 TK-(KOS) ACV",
vaccinia virus, adeno virus 2 and human
coronavirus (229E) in HEL cell cultures) and
their activities were compared with refe-
rence compounds. However, amide deriva-
tives 1a-k were inactive towards all tested
viruses. All PQ-CAD amides did not display
cytotoxic effects based on the inhibition
of HEL growth. The results of cytotoxicity

measurements were expressed as minimum
cytotoxic concentrations (MCC) and were
equal or higher than 100 pM.

For the measurement of the antioxidant
potentials of the new PQ-CADs 1la-k two
different assays were used: interaction with
the stable 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH) free radical, and interaction with
2,2’-azobis(2-amidinopropane)dihydrochlo-
ride (AAPH), used as a source of peroxyl
radicals. Antioxidant potentials of PQ-CADs
were compared to nordihydroguaiaretic acid
(NDGA) and Trolox. DPPH-reducing ability
(RA) of the amide derivatives 1a-k was very
low or missing at 50 uM. However, an increase
was observed at 100 uM. The highest activity
was presented by the unsubstituted deriva-
tive 1a (53%). The results of the interaction
with AAPH showed that all amide derivatives
significantly inhibited lipid peroxidation
(LP) (32-87%). Compound 1f with a benzo-
dioxole ring exhibited the highest activity.
In addition, all prepared compounds were
evaluated for their ability to inhibit soybean
lipoxygenase. From the tested compounds,
all amides, with the exception of 1j, were

inactive (10-45% at 100 pM).

PQ

la-k
o)
R;-Rs: H, F, CI, CH;. OCHj5 (‘,1-‘3‘[O>
[1] K. Pavi¢, L. Perkovi¢, P. Gilja, F. Kozlina, K.

Ester, M. Kralj, D. Schols, D. Hadjipavlou-Litina, E.
Pontiki, B. Zorc, Molecules 2016; 21, 1629-1654.

*World Congress on Pharmaceutical and Chemical Sciences, Madrid, Spain, 2017
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Procjena inhibicije CYP3A4 enzima odabranim flavonoidima - metoda

molekularnog sidrenja*

Assessment of CYP3A4 Inhibiton by Selected Flavonoids - a Molecular

Docking Aproach

Hrvoje Rimac?, Darija Sari¢-Mustapi¢?, Zeljko Debelja 3*, Mirza Boji¢*

University of Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry
2Agency for Medicinal Products and Medical Devices of Croatia

3Clinical Hospital Center Osijek
*J. J. Strossmayer University of Osijek, Faculty of Medicine

Introduction:

Flavonoids are class of compounds found in
fruits and vegetables. Cytochrome P450 3A4
is one of the major enzymes for metabolism
of xenobiotics and as such susceptible to
flavonoid-drug interactions. In our previous
study we have shown that acacetin, apigenin,
and chrysin act as reversible inhibitors while
chrysin dimethylether, isorhamnetin, pino-
cembrin, and tangeretin act as irreversible
inhibitors. The objective of this work was to
assess potential binding sites of these flavo-
nodis to CYP3A4.

Materials and Methods:

Molecular docking of aforementioned inhibi-
tors and non-inhibiting flavonoids (3,6-dihy-
droxyflavon, tamarixetin) to cytochrome
CYP3A4 was performed using AutoDock
4.2.6. with AutoDockTools 1.5.6.

Results:

Results of this research show that diffe-
rent flavonoids bind to different sites of the

CYP3A4 enzyme. While 3,6-dihydroxyflavon
binds outside of the active site, acacetin and
apigenin are located perpendicularly to the
hem group, with their hydroxy group on the B
ring directed to hem. Chrysin, chrysin dimet-
hylether and pinocembrin are also located
in the cavity, but parallelly to the hem group.
[sorhamnetin, tamarixetin and tangeretin are
located at the entrance of the cavity.
Conclusion:

Molecular docking can, to some extent
explain observed patterns of CYP3A4 inhi-
bition observed with analyzed flavonoids.
Flavonoids binding outside of the active site
have no impact on the activity of the enzyme
or they can influence its activity through
allosteric modifications. Flavonoids located
perpendicularly or parallelly to the hem
group can directly influence enzyme activity,
while flavonoids located at the entrance can
manifest their activity by blocking the access
to the enzyme.

*8. Hrvatski kongres farmakologije s medunarodnim sudjelovanjem, Split, Hrvatska, 2016.
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Strukturne odrednice vezanja flavonoida za humani serumski albumin*
Structural Determinants of Flavonoid Binding to Human Serum Albumin

Hrvoje Rimac?, Davor Saki¢!, Zeljko Debeljak??, Mirza Boji¢!

1University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry

2Clinical Hospital Center Osijek
3]. J. Strossmayer University of Osijek, Faculty of Medicine

Flavonoids are widely distributed secon-
dary plant metabolites. They are found in
everyday diet (fruits and vegetables) and
numerous medicinal plants. After absorption,
in humans, flavonoids bind to human serum
albumin (HSA), the most abundant carrier
blood protein. Binding of flavonoids to
HSA may impact distribution and the free
blood concentration of various drugs and
hormones. The objective of this work was to
determine structural features of flavonoids
relevant for binding to HSA.

Binding constants were determined experi-
mentally by measuring steady-state fluores-
cence spectra of increasing flavonoid concen-
trations (0-10 uM) to HSA (1 uM). Molecular
descriptors calculations were based on
density functional theory; the Gaussian09
program was used for quantum chemical
calculations. These results were then inte-
grated using Statistica 7.0 to elucidate stru-
cture-affinity relationship. In general, flava-
nones (0.5-2.2 x 10* M) have shown the
lowest binding constants, followed by isofla-
vones (2.1-4.9 x 10* M!), while flavones (1.3-
8.9 x 10* M) and flavonols (1.2-7.4 x 10*
M) are characterized by the highest binding
constants. Most of the binding constants are
in accordance with data from previously
published studies, with a few exceptions,
while for a few flavonoids literature data
could not be found.

At physiological pH analyzed flavonoids have

a tendency to bind to the IIA binding site of
HSA in the form of an anion. There are several
key flavonoid properties that are associated
with the respective binding affinity: (1) C3
nucleophilicity and partial charge- enables
classification of flavonoids into subclasses;
(2) 04 partial charge has shown strong asso-
ciation with the HSA binding affinity, refle-
cting its good hydrogen acceptor properties;
(3) R4 electrophilicity - lower electrophi-
licity is associated with higher affinity for
HSA; (4) high HOMO and LUMO energies
reflect stronger binding; and (5) coplanarity
of both AC and B rings and A and C rings are
associated with higher binding constants.
Contrary to previously published results, this
study shows that neither conjugation of B and
AC rings nor hydrogen acceptor and donor
properties of the B ring are common deter-
minants of flavonoid binding to HSA. This
study represents the most extensive study of
flavonoids binding to HSA, complementing
an experimental technique of fluorescence
spectrophotometry with results of quantum
mechanics approach to provide explanations
of flavonoid binding properties. However, it is
important to emphasize that all of the calcu-
lations were done in vacuo and laboratory
measurements were done in vitro. Further
studies are needed to evaluate biological
implications of the described phenomenon
like flavonoid-drug and flavonoid-hormone
interactions.

*11th International ISSX Meeting, Busan, South Korea, 2016
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Predvidanje bioloskih meta, ADMET svojstava i QSAR istrazivanja u seriji
entaktogenih tvari feniletilaminskog tipa*

Predicting of Biological Targets, ADMET Properties and QSAR Studies in
a Series of Entactogen Substances of Phenylethylamine Class

Milena Jadrijevi¢-Mladar Takac?, Tin Takac?

!University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry
2University of Zagreb Faculty of Chemical Enginering and Technology

Many of new and formerly obscure compo-
unds, including entactogens, have appeared
on the illicit drug market. Their rapid appe-
arance and largely unknown character put
them into a legal gray area.

The aim of this study was to predict an
ADMET properties of selected entactogens
in order to get more insights in their safety
profile.

Entactogens of phenylethylamine class (n =
25) were evaluated in QSAR studies using
computed molecular descriptors (LogP, Mr,
TPSA, V) and ADMET properties predicted
by ADMET Predictor™ 8.1 (Simulations Plus,
USA). Using Swiss Target Prediction software
the sodium dependent serotonin or dopa-
mine transporters and trace amine-asso-
ciated receptors were revealed as targets
with the highest probability for majority of
these substances.

The most significant correlations were obta-
ined between ADMET Risk vs. CYP Risk (R =
0.9997); MLogP vs. TOX hERG (cardiotoxicity)

and TOX ATTP (Acute toxicity in Tetrahy-
mena pyriformis) with R = 0.7511 and R =
0.7601, respectively. These molecules are
both CYP inhibitors (1A2, 2D6) and CYP
substrates (1A2, 2B6, 2C9, 2C19, 2D6 and
2E1). The following toxicological parameters
were also predicted: ADMET risk 1 - 4 (codes
1A, 2C19, 2D6, Mu or Hp); CYP risk 1 - 2.72
(codes 1A2, 2D6 and 2C19) and TOX risk 0
- 3.45 with codes of mutagenicity (Mu) and
hepatotoxicity (Hp). The mutagenicity was
predicted for MDMEO or 1-(1,3-benzodioxol-
5-yl)-N-methoxypropan-2-amine and MDOH
or 3,4-methylenedioxy-N-hydroxyampheta-
mine while both, hepatotoxicity and mutge-
nicity (Mu) were predicted for MDCPM or
3,4-methylenedioxy-N-cyclopropylmet-
hylamphetamine.

MDCPM was with worst toxicological profile
among all investigated entactogen molecules
in this study.

*6th FIP Pharmaceutical Sciences World Congress 2017, Stockholm, Sweden, 2017
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ADMET svojstva i korelacijske studije serije stimulansa zabranjenih od

strane WADA¥*

ADMET Properties and Correlation Studies in a Series of Stimulants of
the WADA List of Prohibited Substances

Milena Jadrijevi¢-Mladar Takac?, Nikica Jenji¢!, Tin Takac?

1University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry
2University of Zagreb Faculty of Chemical Enginering and Technology

Structural features of stimulants (World
Anti-Doping Agency List of prohibited
substances, WADA 2016) and the impact of
different substituents on their physico-c-
hemical, pharmacological and toxicological
properties were analyzed in correlation
studies using molecular descriptors (MlogP,
Mr, TPSA and V), topological indices (F, X, ],
H, W, WW, Wp and Sz), drug-likeness scores
(dls) computed for GPCR ligand (GPCR 1-dls),
ion channel modulator (ICM-dls), kinase
inhibitor (KI-dls), nuclear receptor ligand
(NRL-dls), protease inhibitor (PI-dls) and
enzyme inhibitor (EI-dls), as well as ADMET
parameters including predicted toxicological
properties. Molecular descriptors were calcu-
lated using Molinspiration property engine
v2014.11 and Molinspiration bioactivity
score v2014.03 (www.molinspiration.com)
while topological indices were computed
by means of Chem Axon software (www.
chemicalize.org). The ADMET properties

were predicted by MedChem StudioTM 4.0
and ADMET PredictorTM 8.0 (Simulations
Plus, Inc., USA). All analysis were performed
using OriginPro 8.0 software (Origin Labo-
ratories, USA). Insignificant drug-likeness
scores were computed for most investigated
molecules, except for ICM-dls (fenbutra-
zate, N-methylephedrine, methylphenidate,
oxilofrine, sibutramine and strichnine, 0.21-
0.53), KI-dls and PI-dls for strichnine (0.56
and 0.21, respectively), and EIl-dls (pemoline,
0.26). The results of QSAR studies revealed
the following significant correlations: Mr vs.
Platt index (r = 0.9536,y = 0, 2381x - 9.104)
and Mrvs.V (r=0.9498,y =0,9022x +2165).
According to ADMET Predictor analysis,
these molecules are mostly either CYP
substrates and/or CYP inhibitors. For investi-
gated compounds the following toxicological
parameters were also predicted: ADMET risk
between 0.0 - 4.446, CYP risk 0.0 - 1.956 and
TOX risk 0.0 - 3.446.

*5th Croatian Congress of Toxicology with International Participation (CROTOX 2016), Porec,

Hrvatska
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Uloga topivih adhezijskih molekula sICAM i sVCAM u etiologiji i

dijagnostici fibromialgije*

The Role of Soluble Adhesion Molecules sICAM and sVCAM in the Etiology

and Diagnostics of Fibromyalgia

Isabella Koprivec!, Josipa Korman?, Karmela Barisi¢?

1Studij farmacije, FBF

2Sveuciliste u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijski fakultet

Fibromialgija je sindrom kojega karakte-
riziraju ukocenost zglobova, kroni¢na bol
koStano-miSi¢noga  sustava,  Kkognitivne
smetnje, anksioznost, umor te poremecaji
sna i raspolozenja [1]. Budu¢i da ne postoje
simptomi specificni za fibromialgiju, postav-
ljanje pravilne dijagnoze je oteZano te se
Cesto donosi na temelju negativnih rezul-
tata testova na druge bolesti. Novije studije
ukazuju na moguéu povezanost poviSenih
koncentracija topivih oblika adhezijskih
molekula i razli¢itih autoimunih, neuroloskih
i upalnih bolesti [2]. Uzevsi u obzir moguce
uloge upalnih i imunosnih ¢imbenika u pato-
fiziologiji fibromialgije te otezanu dijagno-
stiku, nuzno je istraziti povezanost koncen-
tracija adhezijskih molekula i fibromialgije
te njihov potencijalni dijagnosticki znacaj.
U ovom radu ispitano je postoje li razlike u
koncentracijama topivih oblika medusta-
ni¢ne adhezijske molekule-1 (sICAM-1, eng.
soluble intercellular adhesion molecule-1) i
vaskularne stani¢ne adhezijske molekule-1
(sVCAM-1, eng. soluble vascular adhesion
molecule-1) u serumu pacijenata i zdravih
dobrovoljaca.

Istrazivanje je obuhvatilo dvije ispitivane
skupine, skupinu osoba oboljelih od fibro-
mialgije te skupinu zdravih dobrovoljaca.
Obje skupine obuhvatile su samo osobe
Zenskoga spola. Sva mjerenja izvrSena su
na spektrofotometru VICTOR3Wallac 1420
multilabel counter, proizvodaca PerkinElmer
Inc. Za mjerenje koncentracije adhezijskih
molekula sICAM-1 i sVCAM-1 u serumu
koristeni su komercijalno dostupni ELISA

test kompleti Human sICAM-1, odnosno
Human sVCAM-1, proizvodaca Abbexa Ltd.
Princip odredivanja koncentracije sICAM-1
i sSVCAM-1 u serumu temelji se na imunoke-
mijskoj sandwich-ELISA metodi.
Statistickom analizom usporedivani su medi-
jani koncentracija sICAM-1 i sVCAM-1 za
skupinu pacijenata s fibromialgijom i skupinu
zdravih dobrovoljaca. Iako su koncentracije
SsICAM-1 i sVCAM-1 u skupini osoba s fibro-
mialgijom niZe od istih u skupini zdravih
dobrovoljaca, ta razlika nije statisticki
znacajna (Mann-Whitney test (sICAM-1), p
= 0.065; Mann-Whitney test (sVCAM-1),p =
0.112). Spearmanov test korelacije pokazao
je za uzorke pacijenata s fibromialgijom da
izmedu koncentracija sICAM-1 i sVCAM-1
molekula postoji korelacija (koeficijent kore-
lacije = 0,729; p < 0,050). U skupini zdravih
dobrovoljaca nije ustanovljena Kkorelacija
izmedu koncentracija sICAM-1 i sVCAM-1
(Spearmanov koeficijent korelacije = 0,315;
p=0,0842).

Moze se =zakljuCiti da opaZeno sniZenje
koncentracija sICAM-1 i sVCAM-1 kod osoba
oboljelih od fibromialgije u odnosu na zdrave
dobrovoljce nije specificno za fibromialgiju.
Za konacan zakljucak trebalo bi nastaviti ovo
istrazivanje na ve¢im skupinama ispitanika.

[1] E. Bellato, E. Marini, F. Castoldi, N. Barbasetti,
L. Mattei, D. E. Bonasia, D. Blonna, Pain Res Treat.
Pain Res Treat. 2013;2013:960270.

[2] A. M. Witkowska, M. H. Borawska, Eur Cyto-
kine Netw. 15(2) (2004) 91-98.

*Rektorova nagrada za akademsku godinu 2015./2016.; 3. simpozij studenata kemicara, PMF u

Zagrebu, 2017.
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Razvoj bioanaliticke metode za odredivanje pirfenidona u serumu*

Bioanalytical Method Development for Determination of Pirfenidon in

Serum Samples

Miranda Serti¢, Ana Mornar, Petra Tremski, Biljana Nigovi¢

University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry

Pirfenidone is a new anti-fibrotic drug for the
treatment of idiopathic pulmonary fibrosis
(IPF), a fatal disease caused by the progres-
sive scaring of the lungs, which makes
breathing diffult. It prevents enough oxygen
to the hearth and other vital organs. The
cause of IPF is unknown, it is unpredictable,
but it will get worse.

Pirfenidone was first approved in Japan in
2008, and in EU by the European Medicines
Agency in 2011. The mechanism of pirfen-
odine action is still not understood. It is
believed to interfere with the production
of Trasforming Growth Factor-beta, a small
protein involved in cell growth, and Tumor
Nectrosis Factor-alpha, a small protein
involved in inflammation. However, interest
around pirfenidone continues to grow,
since it shows effectiveness in other disease
models, such as renal failure, hepatic fibrosis,
and cardiac fibrosis.

Optimization of the bioanalytical method
was conducted using Synthetic Serum
Substitute (Roche). Protein precipitation was

performed using acetonitrile (3:1). Analytical
procedure was performed on an Agilent 1100
LC system, using an XBridge column 3.0 x 50
mm, 2.5 pum (Waters) with a guard column.
Different mobile phase compositions were
tested, and acetonitril:water = 60:40 with a
flow rate of 0.4 mL was chosen as optimum.
Two detectors were employed, DAD detector
at 225 nm wavelength, and electrospray ioni-
zation - ion trap mass detector. ESI-MS" oper-
ating conditions were as follows: positive
ESI-ion mode, capillary voltage 3.5 kV, source
temperature 350 °C, nebulizer gas nitrogen
15 psi, 10 L/h, collision energy of helium
30%, ions scanning 10-600 m/z, numbers
of ions accumulated 10000, accumulation
time 200 ms. Total run time was 6 min. The
linearity of the method was in the range of
0.001-1.0 mg/mL, with a correlation coeffi-
cient of R? = 0.999. Since biological samples
are considered as complex matrices, the
mass detector gave the necessary selectivity
as well as sensitivity of the method.

*XI. Susret mladih kemijskih inZenjera, Zagreb, Hrvatska, 2016.
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Ultrazvucna ektrakcija vs. QUEChERS ekstrakcija: odredivanje

pirfenidona u hrani za glodavce*

Ultrasonic Extraction vs. QUEChERS Approach: Determination of

Pirfenidon Drug in Normal Chow

Miranda Serti¢, Ana Mornar, Martina Svarc

University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry

Instrumental analysis techniques develop
exponentially; however, extraction proce-
dures in many laboratories are still very
simple and old-established. It is only in the
past few years that the extraction techno-
logy has been recognized as a crucial part of
analysis. The goal of extraction procedure is
to isolate analytes from the potentially inter-
fering matrix and getting the analytes in a
form suitable for analysis. For this purpose
different sample preparation techniques
can be employed, such as: liquid-liquid
extraction, solid-phase microextraction,
solid-liquid extraction, exclusion chromato-
graphy, ultrasonic extraction, supercritical
fluid extraction and QuEChERS. QuECHERS
is a sample preparation technique intended
for food analysis, developed by FDA and
EU Food Regulatory Agencies. It provides a
ready to use kit and a fast solution for diffe-
rent analytes and matrixes. Interference
from lipids is a problem for measuring trace
residues in fatty foods or complex biological
matrices. Lipids canbuild up inthe instrument

and column, decrease lifetime and reduce
analyte sensitivity due to ion suppression.
Hence a new Agilent Enhanced Matrix Remo-
val-Lipid, a new sample preparation type, is a
part of lipid QUEChERS procedure which uses
a unique sorbent that selectively removes
lipids in complex matrices. This proce-
dure was compared to a simple ultrasonic
extraction using methanol:water = 50:50
as an extraction solvent for the extraction
and determination of a drug pirfenidone in
normal chow.

The results indicated that both QuEChERS
procedure and ultrasonic extraction gave
similar extraction recoveries and quantifica-
tion results for pirfenidone in normal chow.
However, QUEChERS extraction approach is
more selective and solvent saving. Its effecti-
veness is even more prominent when normal
chow and other feedstuff containing higher
lipid levels is to be analysed.

*XI. Susret mladih kemijskih inZenjera, Zagreb, Hrvatska, 2016.
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Usporedba tehnika pripreme uzoraka ekstrakcija tekuce-tekuce i
QuEChERS za procijenu sastava polifenola u maslinovom ulju*

Comparison of Liquid-Liquid Extraction and QuEChERS Sample
Preparation Techniques for Evaluation of Polyphenol Content in Olive Oil

Samples

Ana Mornar?, Miranda Serti¢?, Iva Marinac-Andi¢!, Daniela Amidzi¢ Klari¢?, Ilija Klari¢?

1University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry

2Clinical Hospital Dubrava
3Public Health Br¢ko DC, Bosnia and Herzegovina

Food quality and safety assessments are the
main issues that modern food industries are
required to fulfill in their production chains,
being these properties directly correlated to
the claims of a holistic nutrition representing
the fundamentals of a healthy balanced diet.
Consumption of extra virgin olive oil within
the Mediterranean diet has been long known
to have many health benefits due to presence
of monounsaturated fatty acids and multiple
minor components such as polyphenols. The
presence of active compounds in oil depends
on many factors such as olive cultivar, tree
cultivation and the operations of olive
picking, storage and processing. Therefore,
the continual evaluation of olive oil quality
is essential. For analysts the olive oil is one
of the most difficult food matrices due to the
high fat content. The determination of active
or toxic ingredients by chromatography tech-
niques requires the complete removal of the
high-molecular-mass fat from the sample.
Therefore, sample preparation is a crucial
step in the analytical procedure since even
small amount of lipids can harm instruments,

columns or cause signal suppression or
signal reduction in mass spectrometry. Most
of sample preparation procedures currently
applied in olive oil analysis are based on fat
acids clean up or analyte extraction, which
represents much analysis time and is typi-
cally bottleneck of the analytical procedure.
This work is focused on the outlay of a sample
preparation strategy based on miniaturized
liquid-liquid extraction and QuEChERS for
effective lipid removal and evaluation of
polyphenol
of polyphenols was performed using the
colorimetric assay based on the reaction
of Folin-Ciocalteu reagent. The calibration
curve was constructed using standard solu-
tion of gallic acid within the range of 0.4-10
pg/mL (r?=0.98). The total phenolic content
found in investigated sample was 89.6 mg/
kg [GAeq]. Slightly lower amounts were obta-
ined using several QUEChERS procedures.
The overall results sufficiently demonstrate
superior lipid removal by QUEChERS proce-
dure but also partial loss of some lipophilic
polyphenolic compounds.

content. The determination

*XI. Susret mladih kemijskih inZenjera, Zagreb, Hrvatska, 2016.
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Nova MEKC metoda za analizu febuksostata i njegovih oneci$¢enja u

gotovim ljekovitim oblicima*

A New MEKC Method for Analysis of Febuxostat and Its Impurities in

Pharmaceuticals

Marina Galovi¢, Emanuela Jug, Miranda Serti¢, Ana Mornar, Biljana Nigovi¢

Sveuciliste u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijski fakultet

Febuksostat je nepurinski, selektivni inhi-
bitor enzima ksantin oksidaze. To je novi
lijek koji predstavlja alternativu alopu-
rinolu za lije¢enje hiperuricemije i gihta,
Ceste i potencijalno vrlo progresivne bolesti
ukoliko se ne lije¢i. Dugoro¢ne komplika-
cije gihta su oStecenja zglobova koja nastaju
uslijed nakupljanja kristala urata, uz povre-
menu i trajnu ukolenost zglobova, stva-
ranje bubreznih kamenaca, stvaranje tofa
na prstima te kroni¢na gihti¢na bubreZna
bolest. Budu¢i da je rije¢ o novijem lijeku,
registriranom u EU 2008. godine, te u SAD
2009. godine, lijek jos nema sluzbenu farma-
kopejsku monografiju. Stoga je razvoj novih
analitickih metoda za njegovu identifikaciju,
odredivanje sadrzaja i pracenje oneciS¢enja
iznimno vazno.

PredloZena je prva kapilarnoelektroforetska
metoda za istovremenu analizu febuksostata
injegova tri oneciS¢enja, etilnog estera febuk-
sostata, febuksostat amida i etoksikarbonil
febuksostata. Najve¢im izazovom pokazala se
analiza tesko topljivog amida febuksostata.
Tijekomrazvojametode, optimizacijaje uklju-
c¢ivala izbor optimalnog otapala kao i sastava
radnog pufera. Preliminarna ispitivanja

ukljucivala su organska otapala metanol,
etanol, acetonitril, dimetilsulfoksid, dimeti-
Iformamid, kao i surfaktante triton i alfa-ci-
klodekstrin, dodane u otopinu radnog pufera.
Amid febuksostata otopljen je u optimalnom
otapalu sastava: dimetilformamid uz dodatak
smjese acetonitril:voda = 50:50, u omjeru 4:6.
Ostali analiti su bili otopljeni u acetonitrilu,
dok je paravastatin, kao unutrasnji standard,
otopljen u vodi. UspjeSno razdvajanje sva
Cetiri analita i pravastatina kao unutrasnjeg
standarda postignuto je primjenom 20 mM
boratnog pufera i 50 mM SDS kao radnog
pufera. Takoder je ispitan utjecaj napona i
temperature tijekom analize, a optimalni
uvjeti iznosili su 30 kV i 25 °C. Koristena je
kapilara duljine 35 cm (27 cm do detektora),
unutrasnjeg promjera 50 pum. Optimalna
valna duljina detekcije za sve analite, a uz Sto
manji Sum bazne linije, iznosila je 225 nm. Pri
ovim uvjetima, vrijeme analize febuksostata
i tri oneciSc¢enja iznosilo je manje od 2 min
uz dobro razlucivanje (Rs > 3,2). Metoda je
uspjeSno primijenjena za analizu komerci-
jalno dostupnih tableta febuksostata.

*XI. Susret mladih kemijskih inZenjera, Zagreb, Hrvatska, 2016.
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Primjena metode povrsine odgovora za optimizaciju ultrazvucne
ekstrakcije flavonoida iz vrste Zuti zvjezdan (Lotus corniculatus L.)*

Response Surface Methodology for Optimization of the Ultrasonic
Extraction of Flavonoids from Lotus Corniculatus L.

Barbara Fumi¢, Marijana Zovko Konci¢

University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry

Lotus corniculatus L., Fabaceae (bird’s-foot
trefoil), is a perennial herbaceous plant
species, wide spread in temperate regions
of Europe, Asia and America [1]. In this
work L. corniculatus was investigated as a
cheap and widely available source of flavo-
noids and other phenols with potential use
as food supplements. For efficient extraction
of the desired compounds, ultrasonic-assi-
sted extraction procedure was optimized
using Box-Behnken design. The independent
variables were: ethanol concentration (X,),
temperature (X,), and extraction solvent pH
(X,), while the responses were yield of the
extraction (Y), DPPH radical scavenging acti-
vity of the extracts (RSA IC, ), content of total
phenols (TP), total flavonoids (TF) and total
phenolic acids (TPA) which were analysed
specrophotometrically. Concentration of
individual flavonoids in the obtained extracts
was determined using HPLC-DAD. Respon-
se-surface methodology was used to find the
relationship between dependent and inde-
pendent variables. The selected quadratic
modelshadr?* values over 0.9. The most
important extraction variable was X, which
had a significant (P < 0.05) effect on Y, TP
and TF, both as a linear and quadratic term.

Furthermore, it influenced TPA but only as
quadratic term. RSA IC,, on the other hand,
was influenced by pH, temperature as well as
their interaction. Taking into consideration
only the statistically significant extraction
variables it was found that TP and TPA were
best extracted using 45 % ethanol, whereas
95 % ethanol was more appropriate for TF
extraction. Lowest RSA IC, was achieved at
60 °C and pH 7. The main flavonoids in the
extracts were glycosides of flavonols quer-
cetin and kaempferol, as well as glycosides of
isoflavone genistein. However, even though
phenolic compounds are reputed antioxi-
dants [2], the lack of correlation between
RSA IC,, and the other investigated responses
indicates that the other components play
crucial role in the observed antiradical acti-
vity.

[1] Sanchez M, Ramirez-Bahena M-H, Peix A,
Lorite M], Sanjuan ], Velazquez E, Monza ]. Phyl-
lobacterium loti sp. nov. isolated from nodules of
Lotus corniculatus. Int ] Syst Evol Microbiol 2014;
64:781-786

[2] Solanki I, Parihar P, Mansuri ML, Parihar MS.
Flavonoid-based therapies in the early manage-
ment of neurodegenerative diseases. Adv Nutr
2015; 6: 64-72

*9th Joint Natural Products Conference, Copenhagen, Denmark, 2016
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Optimizacija ultrazvucne ekstrakcije bioaktivnih sastavnica vrste
Medicago sativa L. : utjecaj ekstrakcijskog otapala, temperature i pH*

Optimization of Ultrasonication Assisted Extraction of Bioactive Components
from Medicago Sativa: Influence of Extraction Solvent, Temperature and pH

Barbara Fumi¢, Mario Jug, Marijana Zovko Kon¢i¢

University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry

Medicago sativa L. Fabaceae (alfalfa or
lucerne), is a perennial herbaceous plant
speciesthathasalonghistory ofmedicinaland
nutritional use in Europe, Asia and America.
It is assumed that its medicinal properties
are mostly based on the content of phenolic
compounds, among which isoflavones play
an especially prominent role. Ultrasonic-assi-
sted extraction (UAE), an inexpensive, rapid,
simple and efficient technique, was used for
extraction of isoflavone and other antioxi-
dant compounds from aerial parts of Medi-
cago sativa L., Fabaceae. The procedure was
performed according to a three-level-three-
factor Box-Behnken design. The indepen-
dent variables were ethanol concentration
(X,), temperature (X,), and extraction solvent
pH (X,), while the responses were yield of the
extraction, DPPH radical scavenging activity
of the extracts (RSA IC50), content of total
phenols (TP), total flavonoids (TF), total
phenolic acids (TPA) and total isoflavonoids
(TD). Concentration of isoflavones in the obta-
ined extracts was determined using HPLC
while the other responses were determined
spectrophotometrically. The results were

analysed using response surface methodo-
logy. By applying multiple regression analysis
on the experimental data and by analysis of
variance (ANOVA) for the selected models
it was shown that the relationship between
dependent and independent variables can
best be described with quadratic models. In
addition, each of the independent variables,
as well as their interactions, had a signifi-
cant (P < 0.05) effect on at least one of the
selected responses. The response values of
extracts prepared at optimum conditions
(response, X, X, X,) were: yield (162 mg/ml,
20%, 60°C, 5.5), TI (236.5 mg/ml, 0%, 35°C,
8.5) TP (6.63 mg/ml, 100%, 60°C, 5.5) TF
(0.292 mg/ml, 100%, 23°C, 5.5) TPA (0.275
mg/ml, 100%, 23°C, 8.5) and RSA 1C50 (3.97
mg/ml, 40%, 60°C, 7.0). In addition, it was
found that the most abundant isoflavones in
M. sativa were glycosides of formononetin
(5.7-206.1 pg/ml) and genistein (2.5-37.3
pg/ml). The predicted values matched well
with the observed ones indicating the suita-
bility of the models for extraction of bioactive
compounds from M. sativa.

*9th Joint Natural Products Conference, Copenhagen, Denmark, 2016
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Kvantitativna analiza flavonoida u listovima mati¢njaka - Melissa

officinalis L.*

Quantitative Determination of Flavonoids in the Leaves of Lemon Balm -

Melissa Officinalis L.

Zeljan Male§!, Katarina Zunié!, Valentina Suban Jakus?, Mirza Boji¢!

1University of Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry

2Suban d.o.o.

Medicinal properties of lemon balm (Melissa
officinalis L.) have been known for centuries
in Europe and the wider Mediterranean area.
In Croatia, use of lemon balm as a medicinal
plant begun under the influence of German
monasteries during the Middle Ages. Anti-
depressant, antidiabetic, cardioprotective
and antimicrobial properties have been inve-
stigated in numerous studies. Polyphenols,
including flavonoids, are considered to be the
main components responsible for pharmaco-
logical activity.

The objective of this work was to determine
the total content of flavonoids using spectrop-
hotometric method by Christ and Miiller [1].
In this method flavonoids are determined as
aglycones after hydrolysis in a complex with
Al*. Quantity of flavonoids in each sample
was determined in triplicates and obtained
results were expressed as mean value with
standard deviation.

The highest flavonoid content of 0.42+0.01%
was found in leaves collected from the Phar-
maceutical Botanical Garden “Fran KuSan”
(2016) while the lowest one of 0.14+0.01%
was detected in leaves from NaSice (2014).
These result correlate with content of rosma-
rinic acid and previously reported antiaggre-
gatory effect Melissa officinalis leaf extracts
[2]. Results vary between herbal drugs colle-
cted in different years and on different loca-
tions and are highly susceptible to weather
conditions, heat, humidity, plant pathogens,
air quality, etc.

[1] Z. Male$, M. Plazibat, V. Bilusi¢ Vundag, 1.
Zuntar, Acta Pharm. 56 (2006) 245-250.

[2] Z. Males, A. Antoli¢, 1. Babi¢, S. Juri¢, M. Bojié.
Nat Prod Commun 12 (2017) 93-94.

KLJUCNE RIJECI: flavonoidi, spektrofotometrija,
mati¢njak

KEYWORDS: flavonoids, spectrophotometry,
lemon balm
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Optimizacija mikrovalno potpomognute ekstrakcije polifenola iz komine

masline*

Optimization of Microwave-Assisted Extraction of Polyphenols from

Olive Pomace

Sanja Jurmanovic!, Toni Safner?, Kristina Radi¢!, Martina Teskera’, Ana-Marija Domjan?,

Dubravka Vitali Cepo®

!University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry

2University of Zagreb Faculty of Agriculture

Olive pomace (OP) is a solid residue that is
lagging behind in the production of olive oil.
It contains various biologically active polyp-
henols (PP), primarily hydroxytyrosol (HTS),
oleuropein (OLE), and tyrosol (TS) [1]. The
potential of OP as the starting raw material for
obtaining PP is not even close to fully utilized.
The main reason is unavailability of adequate
methods for the isolation of PP which leads to
poor quality of obtained extracts being unsu-
itable for futher testing and processing. The
aim of this study was to develop and optimize
environmentally and economically accep-
table (“green”) microwaveassisted extraction
(MAE) for obtaining high-quality extracts in
terms of total phenolic content (TPC) and
the content of hydroxytyrosol derivatives
(the sum of tyrosol, hydroxytyrosol and
oleuropein) representing the main bioactive
fraction of OP.

Fast and simple MAE has been
proposed as an alternative to conventional
(solid-liquid) extraction in water-bath and
ultrasound-assisted extraction (UAE). For
MAE optimization Full Factorial (FF) design
was used for studying the effects of three
independent factors: 1) extraction solvent
(20 — 96% ethanol); 2) microwave power

(400 — 700 W); and 3) time of extraction
(1 — 10 min). TPC was determined using
Folin-Ciocalteu method [2]. HPLC coupled
with fluorescent detector was used for the
separation and quantification of analytes,
hydroxytyrosol derivatives.

Our results indicate that all analysed
factors (microwave power, extraction time
and concentration of ethanol) and their
interactions had significant influence on
TPC and the content of hydroxytyrosol deri-
vatives. The highest yields of both, PP and
hydroxytyrosol derivatives were obtained
with the microwave power of 700 W, extra-
ction time of 10 minutes, and 20% ethanol.
In comparison to yields obtained under
optimum conditions of UAE and conventional
extraction [3], MAE was found to be superior
method, requiring shorter extraction time
and showing better efficiency.

[1] P. Albahari, L. Vuji¢, G. Filipovi¢ Gr¢ig, J. Jablan,
D. Vitali Cepo. Antalija, 2015 (poster)

[2] V. L. Singleton, ]. A. Rossi. Am. ]. Enol. Vitic.,, 16
(1965) 144 158.

[3] A. Tsarbopoulos, E. Gikas, N. Papadopoulos,

N. Aligiannis, A. Kafatos. J. Chromatogr. B, 785
(2003) 157-164.
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Pilot istraZivanje o u¢incima pripravaka morskog ulja u modelu
iritacijskog kontaktnog dermatitisa*

PP16

Effects of Sea 0il Formulations in Human Irritant Contact Dermatitis

Model (Pilot Study)

Dario Leskur?, Josipa Bukic!, Ana Petri¢*?, Lovre Zekan'?, Doris Rusi¢!, Lea Kuko¢-Modun?,

Darko Modun!

1Sveuciliste u Splitu Medicinski fakultet
2Ljekarna Splitsko-dalmatinske Zupanije
3Sveuciliste u Splitu Kemijsko-tehnoloski fakultet

Morska voda i minerali mora se koriste u
brojnim kozmetickim pripravcima, od kojih
su najpoznatiji oni temeljeni na mineralima
Mrtvog mora. Provedena klinicka ispitivanja
su ukazala na odredeno poboljSanje kozZe u
upalnim koznim bolestima nakon topikalne
primjene takvih pripravaka.
upucuju da bi prikazani ucinci mogli biti
povezani sa sadrZajem magnezija [1].
Morsko ulje je sekundarni proizvod nastao
tijekom postupka proizvodnje morske soli iz
Jadranskog mora. Radi se o koncentriranoj
otopini bogatoj magnezijevim solimaisastava
usporedivog sa sastavom Mrtvog mora [2].
Iz toga proizlazi potencijal sli¢cnog korisnog
djelovanja na kozu. Provedene analize su
potvrdile da ne sadrzi, naftu i naftne derivate,
toksine, teSke metale ni mikroorganizme
C¢ime se omogucava primjena morskog ulja
kao sirovine u izradi topikalnih pripravaka.
Ciljradaje ispitati u¢inke pripravaka morskog
ulja na popravak ostec¢enja koZe u humanom
modelu iritacijskog kontaktnog dermatitisa
(ICD).

Planirano je dvostruko slijepo, randomizi-
rano, placebom Kkontrolirano Klinicko ispi-
tivanje. Zdravim ispitanicima ¢e se izazvati
iritacija natrijevim laurilsulfatom prema
standardiziranom modelu ICD u skladu sa
smjernicama Europskog drustva za kontaktni

[strazivanja

dermatitis [3]. Na mjestima iritacije ¢e se
dnevno primjenjivati pripravci morskog ulja
i kontrole. Ucinak intervencije ¢e biti mjeren
svakodnevno Koristeci referentni uredaj za
objektivna mjerenja parametara koze: tran-
sepidermalnog gubitka vlaznosti, hidracije
i eritema. Mjerenja ¢e se izvoditi u kontroli-
ranim uvjetima u skladu sa smjernicama.
Pripravci morskog ulja i standarda magne-
zija su pokazali bolji u¢inak na poboljSanje
hidracije i smanjenje eritema koZe u odnosu
na kontrolu. Takoder, standard magnezija je
doveo do izraZenijeg smanjenja transepider-
malnog gubitka vlaznosti. Dobivena razlika
nije bila statisti¢ki znacajna.

Relativni pozitivni uc¢inak morskog ulja i
magnezija na parametre koZe ukazuje na
potencijal korisnog djelovanja. Za pronala-
Zenje statisticki znacajne razlike i potvrdu
ucinka potrebno je provesti studiju s viSe
ukljucenih ispitanika.

[1] N. C. Chandrasekaran, C. Weir, S. Alfraji, J.
Grice, M. S. Roberts, R. T. Barnard, Exp Biol Med
10 (2014) 1280-1291.

[2] D. Modun, L. Kuko¢-Modun, Z. Grubac, 8th
Croatian Congress of Pharmacology with interna-
tional participation Book of abstracts (2016) 91.
[3] R. A. Tupker, C. Willis, E. Berardesca, C. H. Lee,
M. Fartasch, T. Agner, et al., Contact dermatitis
37 (1997) 53-69.
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Morsko ulje i alergijski kontaktni dermatitis*

Sea Oil and Allergic Contact Dermatitis

Josipa Bukic?, Dario Leskur?, Ana Petric¢'?, Lovre Zekan'? Doris Rusi¢?, Lea Kuko¢-Modun?3,

Darko Modun'

ISveuciliste u Splitu Medicinski fakultet
’Ljekarna Splitsko-dalmatinske Zupanije
3Sveuciliste u Splitu Kemijsko-tehnoloski fakultet

Ljekarnik se u svome svakodnevnom radu
susrece s velikim brojem pacijenata koji
dolaze potraziti pomo¢ zbog koZnih alergij-
skih reakcija. Pacijenti traZe savjet ljekar-
nika vezano uz pripravak koji bi im brzo i
ucinkovito olaksao simptome. Novi terapijski
pristupi mogli bi dodatno poboljsati skrb
o bolesnicima. Mineral magnezij inhibira
antigen prezentiraju¢u sposobnost Langer-
hansovih stanica koje su ukljucene u aler-
gijski odgovor te time iskazuje potencijal za
koriStenje u smanjenju simptoma alergije
[1]. Dosadasnja su ispitivanja soli magnezija
Mrtvog mora pokazala pozitivne ucinke u
pacijenata sa psorijazom, atopijskim derma-
titisom i pelenskim osipom.

U studiji je koriSten model alergije na nikal,
koji se rutinski koristi u ispitivanju djelotvor-
nosti lijekova na simptome kozne alergije
[2]. Nikal, kao jedan od najce$¢ih alergena,
se primijenio u obliku 5% otopine u vaze-
linu na Finnovoj komori koja se stavljala na
koZzu pacijenata s otprije poznatom preosjet-
ljivosti na nikal. Komora se ostavila 48 sati
te su se nakon skidanja mjerile vrijednosti
transepidermalnog gubitka vlage, eritema i
hidracije koZe (uredaj Multi Probe Adapter,
Courage+Khazaka electronic Gmbh, Cologne,

Njemacka). Mjerenja su ponavljana svaki dan
tijekom 5 dana, a nakon svakog mjerenja se
pacijentima nanosilo pripravke koji sadrze
otopinu minerala (takozvano morsko ulje)
podrijetlom iz Jadranskog mora [3].

Morsko ulje je pokazalo bolji ucinak na
smanjenje eritema koZe u odnosu na
kontrolu. Ucinak je bio podjednak ucinku
standarda magnezija. Osim crvenila mjeren
je i transepidermalni gubitak vlage te hidra-
cija koZe, no rezultati mjerenja nisu pokazali
znacajnu razliku izmedu morskog ulja, stan-
darda magnezija i kontrole.

Rezultati daju naslutiti da morsko ulje ima
odredeni zaStitni u¢inak na smanjenje simp-
toma alergije. Obzirom da je pripravak s
morskim uljem imao podjednake rezultate
kao i pripravak s jednakom koli¢inom magne-
zija, moZe se pretpostaviti da je za ucinak
morskog ulja odgovoran magnezij.

[1] C. M. Schempp, H. C. Dittmar, D. Hummler, B.
Simon-Haarhaus, J. Schulte-Monting, E. Schopf et
al,, ] Invest Dermatol. 4 (2000) 680-686.

[2] H. Zhaj, Y. C. Chang, M. Singh, H. I. Maibach,
Contact dermatitis 4 (1999) 205-208.

[3] D. Modun, L. Kuko¢-Modun, Z. Grubac, 8th
Croatian Congress of Pharmacology with interna-
tional participation (2016) 91.
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Stavovi i znanja studenata farmacije i medicine o antimikrobnoj

rezistenciji*

Attitudes and Knowledge Regarding Antimicrobial Resistance among

Pharmacy and Medical Students

Doris Rusi¢?, Josko Bozi¢?, Josipa Buki¢?, Dario Leskur?, Marino Vilovi¢?, Piero Marin

Zivkovi¢?, Darko Modun!

1Sveuciliste u Splitu Medicinski fakultet
2Klini¢ki bolnicki centar Split

Antimikrobna rezistencija je jedna od
vodecih prijetnji globalnom zdravlju stanov-
nistva ovog stoljeca i glavni je ¢imbenik rasta
zdravstvenih troskova Sirom svijeta, a medu
glavne uzroke rezistencije se ubraja zlou-
poraba antimikrobnih lijekova [1]. Buduci
lijeCnici, odnosno studenti zavr$nih godina
medicine trebaju biti spremni na savjesno
koriStenje antimikrobnih lijekova i zajedno
s farmaceutima imaju vaznu ulogu u nasto-
janju da se ogranici rast i Sirenje rezistencije
na antimikrobnu terapiju [2].

Svrha istraZivanja je utvrditi stavove i znanja
studenata zavrsnih godina studija medicine
i farmacije o antimikrobnoj terapiji i rezi-
stenciji te procijeniti zadovoljstvo studenata
dosadasnjim obrazovanjem na spomenute
teme.

Stavovi i znanja studenata o antimikrobnoj
terapiji i rezistenciji ispitivani su prilago-
denim anketnim upitnikom Abooa i sur. [3]
kojeg je sacinjavalo ukupno 50 pitanja podi-
jeljenih u 7 skupina (demografski podatci i
stavovi, izvori ucenja, teme formalnih preda-
vanja o antimikrobnoj rezistenciji, uzroci
rezistencije, te zadovoljstvo obrazovanjem i
znanje o antimikrobnoj rezistenciji). Ispita-
nici su bili studenti zavr$nih godina studija
medicine i farmacije Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Splitu.

Upitnik je ispunio 161 student, od Cega 46
studenata Studija farmacije, 78 studenata
Studija medicine i 37 studenata Studija
medicine na engleskom jeziku. Ukupno 146
(90,7%) studenata smatra da se antimikrobni

lijekovi prekomjerno koriste, a 145 (90,0%)
se slozilo da ¢e bolja uporaba antimikrobnih
lijekova smanjiti problem rezistentnih orga-
nizama. Cak 141 (87,5%) student smatra da
¢e antimikrobna rezistencija biti veéi problem
kasnije unjihovoj profesionalnojkarijeri nego
je danas. U procjeni znanja o antimikrobnoj
rezistenciji (0 - 6) nije pronadena statisticki
znacajna razlika u prosje¢nom zbiru medu
studentima farmacije i medicine (studenti
farmacije 4,28 + 0,83; studenti medicine 4,07
+0,95; P=0,187). Opcenito su studenti s posti-
gnutim viSim prosje¢nim zbirom u procjeni
znanja bili zadovoljniji dosadasnjim obrazo-
vanjem o pravilnoj antimikrobnoj terapiji i o
antimikrobnoj rezistenciji (P=0,003).
Studenti su opcenito svjesni problema anti-
mikrobne rezistencije i vjeruju da ce rezi-
stencija predstavljati sve veci problem u
njihovoj karijeri, stoga predlazemo da se u
obrazovanju dodatno razvija suradnja lijec-
nika i farmaceuta u nastojanju ispravnog
koriStenja antimikrobnih lijekova.

[1] Wang XM, Zhou XD, Hesketh T. Massive
misuse of antibiotics by university students

in China: a cross-sectional survey. Lancet
2016;388:594.

[2] Allison DG, Higginson P, Martin S. Antibiotic
resistance awareness: a public engagement
approach for all pharmacists. Int ] Pharm Pract
2017;25:93-96.

[3] Abbo LM, Cosgrove SE, Pottinger PS i sur.
Medical students’ perceptions and knowledge
about antimicrobial stewardship: how are we
educating our future prescribers? Clin Infect Dis
2013;57:631-638.
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Terapijski problemi u hospitaliziranih osoba starije Zivotne dobi*

Drug Therapy Problems in Elderly Hospitalized Patients

Josipa Radonic¢?, Iva Mucalo?, Ivana Marinovi¢?, Vesna Baci¢ Vrca?

1Sveuciliste u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijski fakultet
2KB Dubrava

Terapijski problem (TP) definiran je kao
nepoZeljan dogadaj ili iskustvo bolesnika,
koji ukljucuje, ili se sumnja da ukljucuje,
terapiju te Kkoji ometa postizanje Zeljenih
terapijskih ishoda [1]. Pojam starije Zivotne
dobi u literaturnim podacima nije definiran
jednoznacno te je vecina razvijenih zemalja
kao definiciju starije Zivotne dobi prihvatila
kronolosku dob od 65 i viSe godina [2]. Zbog
viSestrukih komorbiditeta i posljedi¢ne poli-
terapije te izmijenjenih farmakodinamickih i
farmakokinetickih karakteristika lijekova u
ove skupine bolesnika, osobe starije Zivotne
dobi su pod povecanim rizikom od nuspojava
te imaju znacajno veci broj TP-a.

Svrha rada bila je identificirati i odrediti
ucestalost terapijskih problema u osoba
starije zivotne dobi tijekom hospitalizacije,
koriStenjem sedam osnovnih kategorija
terapijskih problema definiranih od strane
Cipolle i suradnika [1]. Provedeno istra-
zivanje bilo je dizajnirano kao presjecno i
opservacijsko, a provodilo se u razdoblju od
listopada 2014. do travnja 2016. godine na
Klinici za unutarnje bolesti Klinicke bolnice
Dubrava. Za svakog hospitaliziranog bole-
snika tijekom prijema u bolnicu prikupljena
je medikacijska povijest, podaci o adhe-
renciji, nuspojavama, komorbiditetima te
osnovni laboratorijski nalazi. Izvori podataka
prikupljani su iz medicinske dokumentacije,
temperaturne liste te razgovorom s ispitani-
cima, a prema potrebi i od nadleZnog lijec-
nika obiteljske medicine ili ¢lana rodbine.
Odobrenje za provedbu ovog istrazivanja

dobiveno je od Etickog povjerenstva Klinicke
bolnice Dubrava.

U istraZivanje su bila uklju¢ena 273 ispita-
nika prosjecne zZivotne dobi 74,0 £ 6,3 godine
(raspon 65-92) koji su u prosjeku uzimali 7,8
+ 3,2 lijekova (raspon 1-17) teimali 7,5 + 2,9
dijagnoza (raspon 2-17).Identificirana su 652
TP. Broj terapijskih problema po bolesniku
iznosio je 2,4 + 1,8. NajvisSe TP-a utvrdeno je
u kategoriji INDIKACIJA - potreba za uvode-
njem dodatne terapije (n = 226), nakon Cega
su uslijedili TP-i iz kategorija SURADLJIVOST
(n = 108), UCINKOVITOST - neucinkovit lijek
(n =89) te INDIKACIJA - nepotrebna terapija
(n = 85). Ustanovljeno je da su potreba za
prevencijom (18,3%), problemi suradljivosti
(16,6%) i nelijeceno stanje (10,3%) najcesci
TP-i.

Koriste¢i kategorizaciju TP-a Cipolle i surad-
nika, otkriven je visok postotak TP-a u osoba
starije Zivotne dobi. Stoga postoji potreba da
se ljekarnici kao ravnopravni ¢lanovi multi-
disciplinarnog zdravstvenog tima aktivno
ukljuce u njihovu identifikaciju i rjeSavanje,
a sve kako bi se olaksalo postizanje Zeljenih
terapijskih ishoda i poboljsala kvaliteta
zdravstvene skrbi bolesnika.

[1] R.]. Cipolle, P. C. Morley, L. M. Strand, Drug
therapy problems, u Pharmaceutical care
practice: The patient-centered approach to medi-
cation management, The McGraw-Hill Compa-
nies, New York, 2012, 141 - 182.

[2] World Health Organization - World report on
health and ageing 2015., http://www.who.int/
en/, pristupljeno 12. 3. 2017.
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Terapijski problemi u hospitaliziranih bolesnika koji boluju od astme i

KOPB-a*

Drug Therapy Problems in Hospitalized Patients with Asthma and COPD

Iva Perkovié¢?, Iva Mucalo?, Ivana Marinovié?, Vesna Baci¢ Vrca?

1Sveuciliste u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijski fakultet
2KB Dubrava

Astma i kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest
(KOPB) su kroni¢ne bolesti disnih puteva
velike globalne prevalencije i znacajnog
udjela u zdravstvenim troSkovima. Uz to,
nepravilna upotreba lijekova kao cesti
uzrok suboptimalne kontrole astme [1] te
kompleksnost lijecenja KOPB-a [2] upucuju
na potrebu aktivnijeg ukljucivanja ljekarnika
u proces skrbi za oboljele od tih bolesti.
Utvrdivanje ucestalosti i vrste terapijskih
problema u hospitaliziranih pacijenata s
astmom, KOPB-om i sindromom preklapanja
astme i KOPB-a (ACOS-om).

Retrospektivno opservacijsko istrazivanje
provedeno je na Klinici za unutarnje bolesti
Klinicke bolnice Dubrava u razdoblju od listo-
pada 2014. do travnja 2016. godine. Uklju¢ni
kriteriji bili su: 1) postavljena dijagnoza
astme, KOPB-a ili ACOS-a, 2) najmanje jedan
lijek u terapiji pri otpustu te 3) potpisan
Informirani pristanak. Za svakog bolesnika
prikupljeni su podaci o terapiji, komorbidi-
tetima, nuspojavama, alergijama, adherenciji
i zivotnim navikama te laboratorijski nalazi.
Podaci su se prikupljali razgovorom s ispi-
tanicima te uvidom u njihovu medicinsku
dokumentaciju. Kategorizacija prema Cipo-
lleu i suradnicima [3] bila je temelj identifi-
kacije terapijskih problema, a u analizu su
bile ukljucene X i D interakcije pretrazivane
u programu Lexi-Interact. Eticko povjeren-
stvo Klinicke bolnice Dubrava odobrilo je
provedbu ovog istrazivanja.

U istrazivanje je bilo ukljuceno 55 ispitanika
prosje¢ne Zivotne dobi 66 godina (raspon

30 - 82 godine) koji su u prosjeku koristili
10,6 lijekova (raspon 4 do 19) i bolovali od
8,2 komorbiditeta (raspon 3 - 20). NajviSe
je ispitanika imalo KOPB (n = 42), nakon
Cega su uslijedili astma (n = 10) i ACOS (n =
3). U 94,5% ispitanika je utvrdeno ukupno
238 terapijskih problema, s prosjekom od
4,3 + 3,0 terapijska problema po ispitaniku.
NajviSe je terapijskih problema svrstano u
kategoriju ,potreba za uvodenjem dodatne
terapije“ (24,4%) te ,preniska doza“ (19,8%).
S astmom i KOPB-om bilo je povezano 45,0%
terapijskih problema, naj¢eS¢e u kategoriji
“potreba za uvodenjem dodatne terapije”
te “nuspojave”, dok su na drugom mjestu
uslijedili komorbiditeti
odgovorni za 26,1% ukupnog broja terapij-
skih problema. Dodatno, tek polovina iden-
tificiranih X i D interakcija definirana je kao
terapijski problem, i to najceSc¢e u kategoriji
nuspojava.

kardiovaskularni

Izrazito visoka ucestalost terapijskih

problema ukazuje na veliku potrebu za
poboljsanjem skrbi bolesnika s astmom i
KOPB-om u ¢emu bi ljekarnici mogli ponuditi
jedinstveni doprinos.

[1] V.Garcia-Cardenas, C. Armour, S.I. Benrimoj,
F. Martinez-Martinez, I. Rotta, F. Fernan-
dez-Llimos, Eur. Respir. ]. 47 (2016) 1134-1143.
[2] T. van der Molen, ].F. van Boven, T. Maguire, P.
Goyal, P. Altman, Br. J. Clin. Pharmacol. 83 (2017)
192-201.

[3] RJ. Cipolle, P.C.Morley, L.M. Strand, Phar-
maceutical Care as the Professional Practice

for Patient-Centered Medication Management
Services, The McGraw-Hill Companies, New York,
2012.
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Upravljanje farmaceutskim otpadom u ljekarnama Zagreba*

Pharmaceutical Waste Management in Pharmacies in Zagreb

Marija Bosnjak'?, Ivan Bosnjak3, Domagoj Drmi¢3

University of Applied Health Sciences, Zagreb

2University of Mostar Faculty of Pharmacy, Mostar, Bosnia and Herzegovina

3University of Zagreb School of Medicine, Zagreb

Aim: The main goal was to study pharma-
ceutical waste (drugs that were unsold, as
of their expiration date, and drugs disposed
by patients in pharmacies) disposal by using
data from pharmacies in the City of Zagreb,
Republic of Croatia. Subsequently, we also
tried to determine which drugs and their
therapeutical groups were disposed of, the
amount of prescription drugs and OTC (Over
the Counter) drugs disposed, and the cost of
their disposal.

Methods: The research included 51 of the
overall 208 pharmacies in Zagreb (Agency for
Medicinal Products and Medicinal Devices
of Croatia, Publication. 2014.), which had a
population of 795,505 inhabitants, almost a
quarter of the whole population of Croatia
(Croatian Bureau of Statistics - Republic of
Croatia, Publication. 2014.). Pharmaceutical
waste was collected in pharmacies from
April 14 to May 14, 2014. After collection, the
drugs were sorted using Anatomical Thera-
peutic Chemical Classification (ATC) into
different therapeutical groups, noting them
in an electronic formular for waste recording
in each pharmacy. We also used Register of
Medicines as a source for prices of medi-
cines (Lejla Bencaric, Register of Medicines
in Croatia. Zagreb. 2014.) as well as internal
data from companies whose core business
was pharmaceutical waste disposal as the
source for cost of its disposal.

Results: During the research, pharmacies
collected 291.56 kilograms of pharmaceutical

waste, containing 6289 medicine packings,
including tablets and other formulations of
drugs. 4549 (72.3%) of them were prescrip-
tiondrugsand 1740 (27.7%) were OTC drugs.
Of all the pharmaceutical units, there were
more prescribed medicines than OTCs. The
majority of the pharmaceutical waste drugs
included Cardiovascular system (17.8%),
Alimentary tract and metabolism (14.5%)
and Nervous system (12.4%) according to
ATC. In the first group, the most prevalent
drugs were the antihypertensives atenolol
and amlodipine. In the second group, the
leading drug was ranitidine, followed by
insuline and metformin. Among the anti-
biotic drugs, amoxiciline in combination
with clavulonic acid was the most reported.
Among OTCs, acetylsalicylic acid was the
most often evidented substance. Overall,
results showed a strong correlation between
drugs mostly prescribed by physicians and
those evidented in pharmaceutical waste. We
estimated the total cost of managing pharma-
ceutical waste to be 132,194 €.

Conclusion: Although the practice of dispo-
sing medicines through pharmacies is well
regulated, its cost is high, especially when
we know that most of it is consisted of pres-
cribed drugs. This reflects patients’ non-com-
pliance or misunderstanding of directions in
regard to drug use, showing us that the level
of cooperation in drug treatment between
patients and their physicians has room for
improvement.

*Experimental Biology 2016 Meeting, San Diego, USA, 2016
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Racunalna studija tautomerizacije benzodiazepina

Computational Study of Tautomerization in Benzodiazepines

Barbara Pem!, Valerije Vrcek?

1Studij farmacije, FBF
2Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sveucilista u Zagrebu

Tautomerizacija je ravnoteZni proces u
kojem sudjeluju razliciti oblici iste molekule,
koji prelaze jedan u drugi intramolekulskim
pomakom atoma. Prototropicka tautomeriza-
cija ukljuc¢uje pomak vodikova atoma uz isto-
vremenu promjenu polozaja dvostruke veze
[1,2]. Molekule koje sadrze -CH-C(=0)-NH-
fragment mogu postojati u tri tautomerna
oblika: keto, enol i iminol. Medu takvim mole-
kulama znacajni su benzodiazepini kao jedni
od najpropisivanijih psihofarmaceutika. [3]
Potpuna karakterizacija tautomera vazna je
za razumijevanje fizikalno-kemijskih svoj-
stava, reaktivnosti i stereokemije molekula

[2].

C

ENOL KETO IMINOL

Cilj je ovog istrazivanja usporedba Gibbsovih
energija tautomera benzodiazepina i odredi-
vanje u¢inka pojedinih strukturnih elemenata
na njihovu stabilnost. Studija je provedena in
silico jer racunalne metode omogucuju prou-
Cavanje nestabilnih molekula.

Uistrazivanje je ukljucen 31 razliCit benzodia-
zepin s potvrdenom bioloSkom aktivnoséu.
Koriste¢i program za vizualizaciju struktura
GaussView i program za molekulsko mode-
liranje PCMODEL, provedena je konforma-
cijska analiza tautomera svake molekule.
Najstabilniji konformeri i njihove Gibbsove
energije odredeni su upotrebom program-
skog paketa Gaussian09, koriste¢i M06/6-
31+G(d,p) teorijsku razinu, u vakuumu i
modelnom otapalu (voda, € = 78,4).
Odabrani benzodiazepini podijeljeni su u
tri skupine: Klasi¢ni (3-nesupstituirani)

1,4-benzodiazepin-2-oni, heteroaromatski
1,4-diazepin-2-oni i 3-supstituirani
1,4-benzodiazepin-2-oni. Keto oblik pokazao
se najstabilnijim u slucajevima.
Klasi¢ni benzodiazepini postoje samo u
keto i iminolnom obliku, jer je enol izrazito
nestabilan. Relativne Gibbsove energije
iminola variraju od +37,5 k]J/mol do +45,6
kJ/mol, a enola od +89,8 k]/mol do +108,3
kJ/mol. Supstituenti na polozZajima C7 i
C2’ nemaju znacajni utjecaj na relativnu
stabilnost tautomera. Zamjena fuzioniranog
benzenskog prstena heterociklom stabilizira
iminol u odnosu na keto oblik za 10-15 KkJ/
mol, dok enol ostaje nestabilan i stoga nije
relevantna ravnoteZna specija. C3 supstituent
ne mijenja stabilnost iminola, no ima
izrazit utjecaj na stabilnost enolnog oblika.
Hidroksilna i amino skupina stabiliziraju
enol u odnosu na keto oblik za 5-15 kJ/mol,
cijano skupina za 45 k]J/mol, a karboksilna
skupina za 75 kJ/mol. Solvatacija generalno
stabilizira keto oblik u odnosu na ostale
tautomere.

Pazljivim odabirom supstituenata moguce je
utjecati na stabilnost tautomera i na njihov
udio u ravnoteznoj smjesi. Rezultati mogu
imati znacajne implikacije na razvoj novih
diazepinskih derivata Zeljenih kemijskih i
farmakoloskih svojstava.

svim

[1] Guasch L, Yapamudiyansel W, Peach ML,
Kelley JA, Barchi Jr. J], Nicklaus MC. ]. Chem. Inf.
Model. 56 (2016) 2149-2161.

[2] Raczynska ED, Kosiniska W, Osmiatowski B,
Gawinecki R. Chem. Rev. 105 (2005) 3561-3612.
[3] Izvjesce o potrosnji lijekova u Republici
Hrvatskoj u 2015. godini, 2016.,http:/ www.
halmed.hr, pristupljeno 15.4.2017.

KLJUCNE RIJECI: tautomerizacija, enolizacija,
iminolizacija, benzodiazepini, racunalna studija
KEYWORDS: tautomerism, enolization, iminoliza-
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Intramolekulske C-H amidacijske reakcije: kvantno-kemijska studija
regioselektivnosti Hoffmann-Loffler-Freytag reakcija

Intramolecular C-H Amidation Reactions: Quantum-Chemical Study of

Hoffmann-LoFfler-Freytag Reactions

Marija Skrlec!, Davor Saki¢?

1Studij farmacije, FBF
2Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sveucilista u Zagrebu

Moderne inacice Hoffmann-Loffler-Freytag
(HLF) reakcija proucavaju se na velikom
broju sustava kako bi se funkcionalizirali
udaljeni (alkanski)
ugljici [1]. Naroditu primjenu pronalaze u
farmaceutskoj industriji prilikom funkciona-
lizacije u kasnoj fazi (late-stage functionali-
zation) nefunkcionaliziranih alkilnih lanaca
u spojevima uzora pri ¢emu nastaju mnogi
novi kandidati za lijekove [2]. Tosilna skupina
redovito se koristi kao zastitna skupina za
amine pri C¢emu nastaju N-supstituirani
sulfonamidi. Jedan od c¢eSc¢e koristenih proto-
kola ukljucuje induciranu pregradnju sulfo-
namida s jodom uz ko-oksidans. U toj reakciji
nastaje jodosulfonamid kao meduprodukt
koji uslijed fotokemijske aktivacije homoli-
tckim cijepanjem N-I veze stvara N-radikal.
Uz pomo¢ reakcija prijenosa atoma vodika
(HAT-reakcija) pregraduje se u termodina-
micki stabilniju strukturu C-radikala. Nastali
C-radikal moze reagirati s atomom joda pri
¢emu nastaje aktivirani udaljeni C-atom.
Daljnjom se obradom takav spoj ciklizira.
UoCena je regioselektivnost HLF reakcije;
produkti 1,5-HAT reakcije cesc¢e nastaju od
produkata 1,6-HAT reakcije, unato¢ termo-
dinamickim pretpostavkama o stabilnosti C5
i C6 radikala. Cilj rada je odrediti kineticke
i termodinamicke parametre koji diktiraju
regioselektivnost reakcije.

nefunkcionalizirani

FD

Koristene su kvantno-kemijske metode koje
suvalidirane tijekom termodinamickog prou-
Cavanja ovog sustava [3]. Sustavnim ispitiva-
njem reakcija koje se pregraduju putem 1,4-,
1,5-, 1,6-HAT i stvaraju sekundarne C-radi-
kale uocena je nepovoljna barijera struk-
turnog peteroclanog prstena u prijelaznom
stanju, dok pribliZzno jednaku barijeru imaju
strukture prijelaznih stanja koje sadrze
Sesteroclane i sedmeroclane prstene.
Nastajanjem primarnih, sekundarnih ili
tercijarnih C-radikala na polozajima C4, C5
i C6 u alkilnim lancima moZe se termodina-
micki usmjeriti reakcija. Dosadasnja istra-
Zivanja pokazuju da predreakcijski lokalni
minimumi imaju vazniju ulogu.

Navedenim istrazivanjem rasvijetlit ¢e se
uvjeti koji su potrebni za upravljanje regio-
selektivno$¢u HFL reakcija na sulfonamidima

[1] L.R. Reddy, B.V.S. Reddy, E.]. Corey, Org. Lett. 8
(2006) 2819

[2] T. Cernak, K.D. Dykstra, S. Tyagarajan, P.
Vachal, S.W. Krska, Chem. Soc. Rev. 45 (2016) 546
[3] D. Saki¢, H. Zipse, Adv. synth. & cat., 358
(2016) 3983

KLJUCNE RIJECI: HLF- reackije, regioselektivnost,
sulfonamidna zastitna skupina, HAT-reakcija
KEYWORDS: HLF- reactions, regioselectivity, sulp-
honamide protecting group, HAT-reaction
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Prema izvjes¢u Svjetske zdravstvene orga-
nizacije, samo u 2015. godini od malarije je
oboljelo preko 212 milijuna ljudi, a umrlo
429 000, zbog Cega malarija jos$ uvijek pred-
stavlja jednu od najsmrtonosnijih bolesti u
svijetu [1]. Primakin (PQ) je 8-aminokino-
linski antimalarik djelotvoran protiv svih
vrsta plazmodija koji uzrokuju malariju u
ljudi, ukljucuju¢i multirezistentne sojeve P
falciparum te je jedini dostupan gametoci-
tocid ¢ime se sprjecava prijenos uzrocnika s
¢ovjeka na komarce, ali je slabo aktivan na
nespolne krvne faze Zivotnog ciklusa plaz-
modija. PQ je ujedno i jedini dostupan lijek
koji djeluje na hipnozoite P. vivax i P. ovale
malarije. Medutim, PQ povecéava rizik od
akutne hemoliticke anemije kod osoba s
nedostatkom glukoza-6-fosfat dehidroge-
naze [2]. Osim toga, sve veci problem pred-
stavlja rastuc¢a otpornost Plasmodium vrsta
na postojecu terapiju. Zbog svega navedenog
i dalje je iznimno aktualna potreba za istra-
zivanjem novih antimalarijskih lijekova. U
ovom radu dizajnirani su i sintetizirani novi
konjugati aminokiselina i PQ 5a-g kao poten-
cijalni antimalarici.

Konjugati 5a-g pripravljeni su aminolizom
N-(1-benzotriazolkarbonil)-aminokiselin-
skih amida 4a-g uz PQ, a amidi 4a-g dobiveni
su iz N-(1-benzotriazolkarbonil)-aminokise-
linskih klorida 3a-c i odgovarajuc¢ih amina ili
hidrazona.

Provedeno je in vitro ispitivanje antimala-
rijskog djelovanja sintetiziranih konjugata
na eritrocitnu fazu zivotnog ciklusa P. falci-
parum NF54 te su rezultati usporedeni sa

standardnim antimalarijskim lijekovima
(PQ, Kklorokin, artesunat). Svi sintetizirani
konjugati pokazali su podjednak ucinak kao
PQ, ali znatno manju citotoksi¢nost na L6
stani¢nu liniju (mioblasti Stakora). Najpo-
voljniji indeks selektivnosti (SI), tj. omjer
ucinkovitosti i citotoksicnosti pokazao je
spoj 5e - konjugat PQ s benzhidrilaminom i
p-Kklorfenilglicinom (SI = 114).

W T
g
) (]

Struktura konjugata 5e s najpovoljnijim
indeksom selektivnosti

Zahvaljuju¢i podjednakoj ucinkovitosti na
eritrocitnu fazu zZivotnog ciklusa P falci-
parum NF54 kao PQ, a manjoj citotoksi¢nosti
(81 =16,9 - 114), pripravljeni konjugati 5a-g
predstavljaju dobre kandidate za razvoj ucin-
kovitih i sigurnih lijekova u terapiji malarije.

[1] World Malaria Report 2016, 2016., http://
www.who.int/malaria/publications/world-mala-
ria-report-2016/report/en/, pristupljeno 1.4.2017.
[2] J. Recht, E. Ashley, N. White, Safety of
8-aminoquinoline antimalarial medicines, WHO,
Zeneva, 2014.
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KEYWORDS: amino acids, primaquine, antimala-
rial activity, cytotoxicity
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Flavonoidi su heterogena porodica polife-
nolnih spojeva niske molekulske mase koji se
sintetiziraju u biljkama kao sekundarni biljni
metaboliti. Pripadaju fito-spojevima te se
nalaze u jestivom voc¢u i povréu. Redovitom
konzumacijom pojedini flavonoidi pokazuju
potencijal modulacije ljudskog zdravlja tako
da pomaZzu u prevenciji kroni¢nih i degenera-
tivnih bolesti [1]. Njihovi brojni farmakoloski
ucinci Cine ih zanimljivim za istraZivanje
u podrucju farmacije. Stani¢ni mehanizmi
njihovih brojnih bioloskih ucinaka i dalje su
uvelike nepoznati.

Citokromi P450 su neupitno najvazniji
enzimi koji kataliziraju biotransformacije
lijekova. Sekvenciranjem ljudskog genoma
je otkriveno da u ljudi postoji 57 citokrom
P450 enzima [2]. Podrucje biokemije i enzi-
mologije citokroma P450 ostaje atraktivno,
s mnogim otvorenim pitanjima na koja
trebamo odgovoriti, uklju¢ujuc¢i metabolizam
flavonoida koji je ispitan na relativno malom
broju flavonoida.

Cilj ovog rada je in vitro postupcima utvrditi
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humane jetrene citokrome P450 odgovorne
za biotransformaciju 30 odabranih flavo-
noida primjenom humanih jetrenih mikro-
soma. Za pracenje metabolizma primijenjena
je obrnuto-fazna tekucinska kromatografija
visoke djelotvornosti spregnuta sa spek-
trometrom masa kao detektorom. Od anali-
ziranih 30 flavonoida, 11 ih je pokazalo
tendenciju biotransformacije posredovane
citokromima P450 od kojih su po prvi put
opisani metaboliti flavona, 7-hidroksiflavona,
galangina, 3,7-dihidroksiflavona, 6-hidroksi-
flavona, akacetina i tangeretina.

Ovaj rad financirala je Hrvatska zaklada za
znanost (UIP-2014-09-5704).

[1] C. Manach, A. Scalbert, C. Morand, C. Rémésy,
L.Jiménez. Am. ]. Clin. Nutr. 79 (2004) 727-747.
[2] TH. Rushmore, A.N.T. Kong. Curr. Drug. Metab.
3(2002) 481-490.
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Flavonoidi su fenolni spojevi koje sintetizi-
raju biljke te se kao takvi pojavljuju u vecini
jestivog vocéa i povréa. Uobicajeni ugljikov
skelet C6-C3-C6 njihovu temeljnu
strukturu, a razlikuju se po vrsti i polozaju
supstituenta. Generalno su prihvaceni kao
supstancije koje promoviraju zdravlje zbog
svojeg antioksidativnog, antikancerogenog,
antivirusnog, protuupalnog ucinka, ali se
zna da ovisno o dozi mogu djelovati i prou-
palno, prooksidativno i drugo [1]. Kao i drugi
ksenobiotici, i flavonoidi u organizmu podli-
jezu apsorpciji, distribuciji, metabolizmu i
eliminaciji [2]. U ovom radu od posebnog je
interesa metabolizam aglikona flavonoida
posredovan citokromom P450 3A4.

Za potrebe ovoga rada ispitano je 11 flavo-
noida koji su prethodnim probiranjem na
humanim jetrenim mikrosomima pokazali
metabolizam posredovan citokromima P450.
Za identifikaciju metabolita pojedinih flavo-
noida primijenjena je tekucinska kromato-
grafija spregnuta sa spektrometrijom masa
(LC-MS) i UV-Vis detektorom. Proucavajuci
UV kromatograme, kromatograme izdvo-
jenog iona, retencijska vremena spojeva
i dobivene molekulske formule, moZemo

¢ini

zakljuciti o prisutnosti metabolita i tako
potvrditi reakcije biotransformacije posredo-
vane citokromom P450 3A4 za pojedini flavo-
noid. Od ispitanih flavonoida tri su pokazala
da je u njihov metabolizam uklju¢en CYP3A4
enzim: 7-hidroksiflavon, za koji su potvr-
dena dva hidroksilirana metabolita, sakura-
netin, za koji je potvrden jedan hidroksilirani
metabolit te tangeretin za koji su potvrdeni
hidroksilirani metabolit te jedan koji je meti-
liran na dvije pozicije.

Za flavonoide Cije smo metabolite detektirali
postoji potencijal interakcija s lijekovima koji
se metaboliziraju posredstvom citokroma
P450 3A4.

Ovaj rad financirala je Hrvatska zaklada za
znanost (UIP-2014-09-5704).

[1] C. Manach, A. Scalbert, C. Morand, C. Rémésy,
L. Jiménez. Am. ]. Clin. Nutr. 79 (2004) 727-747.

[2] G.L. Hostetler, R.A. Ralston, S.J. Schwartz. Adv.
Nutr. 3 (2017) 423-435.
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Flavonoidi su heterogena skupina fenolnih
spojeva koji se sintetiziraju u biljkama, a ljudi
ih unose putem voca i povréa. Osnovni skelet
Cine dva benzenska prstena povezana piran-
skim prstenom, a daljnje se razlike temelje na
postojanju i raspodjeli dodatnih hidroksilnih
i metilnih skupina. Interes za proucavanje
flavonoida porastao je spoznajom o njihovom
djelovanju kao antioksidansa te Citavog
niza bioloskih uc¢inaka [1]. S farmakoloskog
gledista isti¢u se zbog moguce interferencije
s enzimima koji metaboliziraju ksenobiotike,
a to su u najvecem postotku enzimi superpo-
rodice citokroma P450 [2].

Za potrebe ovoga rada ispitano je 11 razlicitih
flavonoida koji su prethodnim probiranjem
pokazali znacajniju biotransformaciju u reak-
cijama posredovanim citokrom P450 enzi-
mima. Tekuéinska kromatografija spregnuta
sa spektrometrijom masa daje nam uvid u
nastali metabolit jer osigurava informacije
o molekulskoj masi i strukturi spoja teme-
ljem koje se provodi identifikacija nastalog

FD

spoja. Tako smo potvrdili postojanje metabo-
lita za 4 flavonoida i pokazali da je u njihov
metabolizam ukljucen enzim citokrom P450
2D6. Navedeni enzim u reakciji sa 7-hidrok-
siflavonom, galanginom i akacetinom daje
hidroksilirane metabolite, a s tangeretinom
daje 4 razli¢ita demetilirana metabolita.

S obzirom na polimorfizam citokroma P450
2D6, ovi su nam rezultati vazni jer ukazuju
na potencijal interakcija lijek-flavonoidi koje
je vazno poznavati kako bi se osigurao dobar
terapijski ucinak lijeka ovisno o prehrani
bogatoj polifenolima.

Ovaj rad financirala je Hrvatska zaklada za
znanost (UIP-2014-09-5704).

[1] L. Bravo. Nutr. Rev. 56 (1998) 317-333.
[2] TH. Rushmore, A.N.T. Kong. Curr. Drug. Metab.
3(2002) 481-490.
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Kako broj ljudi oboljelih od kardiovasku-
larnih bolesti raste, tako rastu i troskovi lije-
Cenja koji se sada mjere u milijardama dolara.
Tromboembolijski poremecaji su skupina
kardiovaskularnih bolesti koji zahtijevaju
dugotrajnu farmakoterapiju koja ima odre-
dene nuspojave. Ekstrakt mati¢njaka sadrzi
polifenole te bi mogao utjecati na ishod tera-
pije tromboembolijskih poremecaja.

U ispitivanju je primijenjeno pet etanolnih
ekstrakata lista maticnjaka. Antiagrega-
cijska ispitivanja su provedena na Hrvat-
skom zavodu za transfuzijsku medicinu
impedancijskom agregometrijom. Za induk-
ciju agregacije korisSten je adenozindifosfat.
Kao standard u ovom ispitivanju KkoriStena
je ruZmarinska kiselina koja ima doka-
zano antiagregacijsko djelovanje. Prilikom
ispitivanja mjerio se porast impedancije
u ovisnosti o vremenu koji daje podatak o
agregaciji koja je izrazena preko arbitrarnih

jedinica kao mjera povrsine ispod dobivene
krivulje.

Podatci su obradeni jednosmjernom ANOVA
statistickom analizom s Tukeyovim post
hoc testom te su pokazali da jedino nerazri-
jedeni ekstrakti (31,25 pg/mL) pokazuju
antiagregacijski ucinak. Otopina standarda
ruzmarinske Kiseline pokazala je statisticki
znacajno smanjenje agregacije trombocita
pri koncentraciji od 87 pM.

Ovime je pokazano da u ekstrakt lista matic-
njaka moZe utjecati na agregaciju trombocita
odnosno primarnu hemostazu. Potrebna su
daljnja istrazivanja kako bi se identificirale
sastavnice mati¢njaka s antiagregacijskim
djelovanjem.

KLJUCNE RIJECI: mati¢njak, antiagregacijsko
djelovanje, impedancijska agregometrija
KEYWORDS: lemonbalm, antiaggregatory effect,
impedance aggregometry
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Kineski ¢ajevac (Camellia sinensis (L.) Kuntze,
Theaceae) se kultivira ve¢ stolje¢ima s prvim
pocetcima u Indiji i Kini od koje se razli¢itim
postupcima sakupljanja i obrade dobivaju
zeleni, crni i bijeli ¢aj. Kada se usporedi s
ostalim cajevima (crni caj, ¢aj od paprene
metvice, stolisnika) ima vecu koncentraciju
polifenola te je najceS¢e konzumirani napitak
nakon vode. Mnoge studije pokazuju kako
ispijanje zelenog caja ima brojne pozitivne
uCinke (antioksidacijski, antikancerogeni
itd.) [1].

Smatra se da razliciti prooksidansi i slobodni
radikali pridonose nastanku oksidacijskog
stresa, a time i procesu starenja kao i razvoju
brojnih zdravstvenih problema kao Sto su
razlicite kardiovaskularne i neurodegene-
rativne bolesti, tumorska oboljenja i dr. [2].
Ekstrakt zelenog caja sadrzi razlicite polife-
nolne spojeve koji pokazuju antioksidacijska
svojstva, a glavne sastavnice su su flavan-
3-ol monomerini spojevi — katehini, medu
kojima su najaktivniji epigalokatehin-3-galat
i epikatehin-3-galat najaktivnije komponente
[3]. Antioksidansi su tvari, prisutne u niskoj
koncentraciji, koje mogu odgoditi ili sprijeciti
oksidaciju neke druge tvari.

Cilj ovog rada bio je odredivanje sastava i
antioksidacijske aktivnosti osamnaest (18)
ekstrakta zelenog €aja u ovisnosti o tempe-
raturi vode koriStene za pripremu (80, 85, i
90°C), vremenu ekstrakcije (3, 4, i 5 minuta)
te nacinu pripreme (poklopljena ili otklo-
pljena casa).

Za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola
u ekstraktu koristena je Folin-Ciocalteu

FD

metoda, dok je za odredivanje ukupnog sadr-
Zaja katehina KoriStena metoda s vanilinom.
Antioksidacijska aktivnost je odredivana
dvjema najceSce koristenim metodama i to:
DPPH metodom (metoda “gaSenja” slobodnih
radikala) te FRAP metodom (metoda bazi-
rana na redukciji Fe** u Fe?).

Rezultati ukazuju na jasnu razliku u sadrzaju
katehina i fenola izmedu ekstrakata zelenog
Caja pri razlicitim parametrima. Uzorak
zelenog Caja koji se ekstrahirao 3 minute pri
80°C u otklopljenoj ¢asi sadrzavao je ukupno
213,8 mg/L fenola i 60 mg/L katehina dok
je uzorak zelenog caja koji se ekstrahirao
5 minuta pri 90°C u poklopljenoj ¢asi sadr-
Zavao ukupno 427,8 mg/L fenola i 113,6
mg/L katehina. Uzorci su pokazali znacajnu
antioksidacijsku aktivnost. Postotak inhibi-
cije DPPH radikala za uzorak koji se ekstra-
hirao 5 minuta pri 90°C u poklopljenoj casi
iznosio je 93,78%.

Zaklju¢ujemo da je uzorak zelenog caja
ekstrahiran pri razli¢éitim parametrima
pokazao razlicit sastav fenola i katehina $to
ukazuje na vaznost u postupku pripreme
ekstrakata te da su svi uzorci pokazali anti-
oksidacijsku aktivnost.

[1] S. Aafrin Thasleema, J. Pharm. Sci. & Res. 5
(2013) 171-173.

[2] S. M. Chacko, P. T. Thambi, R. Kuttan, I. Nishi-
gaki, Chin. Med. 5 (2010) 1-9.

[3]S. P.]J. Namal Senanayake, ]. Funct. Food. 5
(2013) 1529-1541.
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Sistemska primjena antibiotika relativno
uspjes$no eliminira uzrocnike, ali uzrokuje i
niz nuspojava, uz znacajno povecanu moguc-
nost razvoja bakterijske rezistencije. Stoga
se opravdanom pokazala potreba razvoja
novih topikalnih antimikrobnih terapijskih
nanosustava ¢ijom bi se primjenom omogu-
¢ila kontrolirana i ciljana dostava lijeka na
ograniteno (oboljelo) podrucje te na taj
nacin izbjegle sistemske nuspojave i smanjila
mogucnost razvoja rezistencije [1, 2].

Svrha ovog rada bila je priprava razlic¢itih
tipovaliposoma s uklopljenim azitromicinom,
njihova fizikalna karakterizacija te ispiti-
vanje in vitro oslobadanja lijeka. Azitromicin
je uklopljen u liposome razlic¢itog lipidnog
sastava i fizicko-kemijskih svojstava: klasi¢ne
(CL), deformabilne (DL), propilenglikol lipo-
some (PGL) i kationske liposome (KL). Istra-
zivane liposomske preparacije pripravljene
su metodom hidratacije suhog fosfolipidnog
sloja [3], te su ekstrudirane kroz polikarbo-
natne membrane promjera pora 400 i 100
nm. Srednji promjer, indeks polidisperznosti
i zeta potencijal liposoma odredeni su foton-
skom korelacijskom spektroskopijom. In
vitro oslobadanje azitromicina iz liposoma
tijekom 24 sata ispitano je na Franz difuzij-
skoj ¢eliji [3]. Ispitivanja su provedena Kkori-
Stenjem celuloza-nitratnih membrana i pri
temperaturi od 32°C. Akceptorski odjeljak
sadrzavao je smjesu fosfatnog pufera (pH 7,5)
i etanola (95:5, w/w), a koli¢ina oslobodenog
azitromicina u odredenim vremenskim inter-
valima odredena je kromatografski (HPLC).

UspjeSnost uklapanja azitromicina iznosila
je vise od 90%, a srednji promjeri liposoma
su bili u rasponu od 130 nm (PGL) do 250
nm (KL). Zeta potencijal kationskih lipo-
soma bio je veé¢i od +30 mV, dok se za ostale
liposomske preparacije kretao oko -30 mV.
Pokazano je da se uklapanjem azitromicina
u liposome postize kontrolirano i produljeno
oslobadanje u odnosu na slobodni lijek, te da
sastav vezikula znacajno utjece na profil oslo-
badanja lijeka iz liposoma. Rezultati in vitro
ispitivanja oslobadanja lijeka ukazuju na
brzi trend oslobadanja azitromicina u prvih
60 - 120 minuta, nakon Cega se osolobadanje
usporava. Konvencionalni liposomi pokazali
su najsporije oslobadanje lijeka, dok se lijek
najbrze oslobadao iz kationskih liposoma.
Dobiveni rezultati upucuju na moguénost
primjene
lokalnu dostavu lijeka. Medutim, potrebno
je provesti ispitivanja antimikrobnog ucinka
ispitivanih liposoma kako bi se potvrdila
opravdanost razvoja nove formulacije.

liposoma s azitromicinom za

[1] P. Basnet, N. Skalko-Basnet, Curr. Pharm. Des.
19 (2013) 1-7.

[2] Z. Rukavina, 7. Vani¢, Pharmaceutics 18
(2016) 1-26.

[3] Z. Palac, A. Engesland, G. E. Flaten, N. Skal-
ko-Basnet, |. Filipovi¢-Gr¢ic, 7. Vani¢, J. Liposome
Res. 24 (2014) 313-322.
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release, local administration
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Razvoj kapilarnoelektroforeske metode za analizu gemcitabina i

njegovog onecis¢enja

Development of a Capillary Electrophoretic Method for the Analysis of

Gemcitabine and Its Impurity

Iva BlaZevi¢!, Marija Hranilovi¢!, Miranda Sertic?

Studij farmacije, FBF
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Gemcitabin, 2’2’-difluoro-2’-deoksicitidin,
antimetabolit pirimidina, je antineoplati¢ni
lijek koji se koristi u lijeCenju uznapredo-
valih ili metastatskih karcinoma mokra¢nog
mjehura, adenokarcinoma gusterace u odra-
slih, karcinoma plu¢a nemalih stanica kao
prva linija, epitelnog karcinoma jajnika te
karcinoma dojke. Koristi se kao monotera-
pija (adenokarcinom gusterace), ali ceSce je
u kombinaciji sa drugim citostaticima kao sto
su cisplatin, karboplatin, i paklitaksel, ovisno
o indikaciji [1].

Monografjia gemcitabina je uvrStena u 8.
izdanje Europske farmakopeje. Za odredi-
vanje sadrZaja gemcitabina te odredivanje
oneciScenja koristi se metoda tekucinske
kromatografije, uz primjenu gradijenta u
trajanju od 20 minuta.

Cilj je ovog istraZivanja bio razviti novu, brzu,
jednostavnu i ekoloski prihvatljivu kapilar-
noelektroforetsku metodu za identifikaciju
i odredivanje sadrzaja gemcitabina, kao i
njegovog oneciS¢enja cizotina. Kapilarna
elektroforeza (CE) je separacijska tehnika
koja se temelji na migraciji elektri¢ki nabi-
jenih Cestica primjenom visokih potenci-
jala (10-30 kV) u uskoj kapilari ispunjenoj
otopinom elekrolita. Nabijeni analiti putuju
razli¢itim brzinama prema jednoj od elek-
troda ovisno o njihovom naboju i polumjeru
iona, a neutralni analiti kreéu se unutar
kolone zahvaljujuc¢i elektroosmotskom toku
[2].

Tijekom razvoja nove metode ispitane su
razli¢ite vrste radnih pufera: boratni (pH
9,3), fosfatni (pH 7,0) i acetatni (pH 3,0). U
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preliminarnom ispitivanju s 20 mM boratom
pokazalo se da do razdvajanja gemcitabina
i citozina vjerojatno nec¢e do¢i zonskom
kapilarnom elektroforezom te da c¢e se
zbog njihove slicne strukture puno bolje
razdvajanje posti¢i micelarnom elektrokine-
tickom kromatografijom (MEKC), odnosno
uz dodatak surfaktanta SDS-a. Optimalnim
puferom pokazao se fosfatni pufer, dok je
bolje razdvajanje i oblik pikova postignut
dodatkom vece koncentracije SDS-a. Ispitan
je utjecaj dodatka organskog otapala, meta-
nola, acetonitrila i etanola na razdvajanje i
oblik pika. Tijekom optimizacije takoder je
ispitan i utjecaj napona na vrijeme analize,
kao i na razlucivanje izmedu analita. Analiza
je vrSena u kapilari duljine 35 cm (27 cm do
detektora) i unutrasnjeg promjera 50 pm te
pri temperaturi 25 °C, a detekcija je vrSena
primjenom detektora s nizom dioda na valnoj
duljini 275 nm. Daljnja ispitivanja bit ce
usmjerena prema optimizaciji uvjeta MEKC
metode kao ,zelene” alternative uobicajeno
koristenoj HPLC tehnici.

[1] Sazetak opisa svojstava lijeka Gemcitabin
Sandoz (gemcitabin), 2017., http://www.halmed.
hr, pristupljeno 13.3.2017.

[2] Watson DG. High-performance capillary
electrophoresis. U: Pharmaceutical Analysis.
Churchill Livingstone Elsevier, Edinburgh, 2012,
str. 376-397.
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Uloga bakra u oboljenjima Stitne Zlijezde

The Role of Copper in Thyroid Gland Diseases
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Stitnjaca je endokrini organ ¢&iji hormoni
imaju vaznu ulogu u rastu i razvoju orga-
nizma. U posljednjih desetak godina prema
Registru za rak u Hrvatskoj je porastao broj
oboljelih od bolesti Stitne Zlijezde za 60%
[1]. Usprkos brojnih istrazivanja, etiologija
bolesti Stitnjace nije razjasnjena. Esencijalni
element bakar dio je brojnih enzima koji
sudjeluju u metabolickim reakcijama orga-
nizma. Takoder, sastavni je dio superoksid
dismutaze (SOD) antioksidacijskog enzima
koji prijec¢i nastanak oksidacijskog stresa.
Oksidacijski stres je neravnoteZa izmedu
stvaranja slobodnih radikala i aktivnosti
antioksidativnih mehanizama stanice te se
povezuje s patogenezom brojnih bolesti [2].
Cilj ovoga istrazivanja bio je utvrditi ulogu
bakra i SOD u oboljenjima Stitne Zlijezde.
Sakupljeni su uzorci plazme oboljelih od
bolesti stitne zlijezde (n = 24) i zdravih ispita-
nika koji su predstavljali kontrolnu skupinu.
Grupu oboljelih od bolesti Stitnjace cinili su:
oboljeli od papilarnog karcinoma (50%), foli-
kularnog adenoma (25%) te ostala oboljenja
Stitne Zlijezde (struma i Hashimotov tiroi-
ditis; 25%). U sakupljenim uzorcima plazme
izmjerena je razina bakra i kataliticka aktiv-
nost SOD. Koncentracija bakra u plazmi
odredena je spektrofotometrijski uz pomo¢
kromogena 5-Br-PSAA (5-brom-2-piridi-
lazo-N-propil-N-sulfopropil-amilo-anilina)
[3]. Za odredivanje Kkataliticke aktivnosti
SOD koristen je komercijalno dostupan test
komplet. Dobivene vrijednosti
su kao srednja vrijednosti + SD, a razlika
izmedu dviju skupina (oboljeli vs. kontrolna)
statisticki je usporedena Mann-Whitney U

izrazene

testom. Statisticka znacajnost postavljena je
na P<0,05.

Koncentracija bakra bila je visa u oboljelih od
bolesti Stitnjace u usporedbi s kontrolnom
skupinom (1,62 + 0,50 pg/mL vs. 1,24 + 0,53
pug/mL; P<0,05). Kataliticka aktivnost SOD
bila je niZa u oboljelih od bolesti Stitnjace
nego u kontrolnoj skupini (0,76 + 0,48 U/
mL vs. 1,23 + 0,36 U/mL; P<0,05). Dobiveni
rezultati pokazuju da oba izmjerena para-
metra imaju vaznu ulogu u bolestima Stit-
njace. Povecana razina bakra u oboljelih od
bolesti Stitnja¢e moZe se povezati s njegovom
ulogom u angiogenezi tumorskog tkiva dok
sniZena kataliticka aktivnost SOD pokazuje
daje u oboljelih od bolesti stitnjace povecana
razina oksidacijskog stresa te da je oksida-
cijski stres ukljucen u patogenezu oboljenja
Stitne Zlijezde.

[z rezultata ovoga istrazivanja moze se zaklju-
Citi da su bakar i SOD neovisni parametri cije
odredivanje moze posluziti u dijagnostici
bolesti Stitne Zlijezde.

[1] M. Sekerija i sur., Registar za rak Hrvatskog
zavoda za javno zdravstvo, Incidencija raka u
Hrvatskoj 2012., Zagreb, 2014.

[2] B. Halliwell, J.M.C. Gutteridge, C.E. Cross,
Free radicals, antioxidans, and human disease:
Where are we now?, ] Lab Clin Med, 119 (1992)
598-620.

[3] T. Makino, A sensitive, direct colorimetric
assay of serum copper using 5-Br-PSAA, Clinica
Chimica Acta, 185 (1989) 7-16.
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Kloriranje barbiturata. Kvantno - kemijska studija reakcijskog

mehanizma*

The Chlorination of Barbiturates. Quantum - Chemical Study of the

Reaction Mechanism
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Barbiturati su lijekovi s djelovanjem na
srediSnji zivCani sustav, a koriste se kao
neinhalacijski anestetici, sedativi, hipnotici i
antiepileptici. Poznavanje mehanizma Kklori-
ranja barbiturata kao jednog od najcesce
koristenih postupaka obrade otpadnih
voda, od iznimne je vaznosti u ekotoksiko-
logiji. Jednom ispusteni u okoli$ barbiturati
pokazuju stabilnost tijekom duzeg vremen-
skog perioda posjedujuéi izrazeno svojstvo
rekalcifikacije, tj. otpornosti prema bioraz-
gradnji, ali i razgradnji utjecajem klorirajucih
agenasa. Posljedica toga je njihov dugotrajan
farmakoloski uc¢inak na ekosustav. Cilj ovoga
rada je detaljnije objasniti razloge kemijske
inertnosti barbiturata prema Kkloriraju¢im
agensima.

U svrhu izrade rada primijenjene su kvantno
- kemijske metode. KoriSten je programski
paket Gaussian09, a sve su geometrije opti-
mizirane koriste¢i DFT funkcional B2K -
PLYP. Za opis molekulskih orbitala koristen
je bazni skup 6 - 31 + G(d). Kompleksi reak-
tanata, produkata, meduprodukata i prijela-
znih stanja optimizirani su s dvije eksplicitno
dodane molekule vode kako bi se tocnije
opisala prva solvatacijska ljuska. Za impli-
citnu solvataciju koristen je SMD solvatacijski
model (otapalo voda, alpha = 1,2).

Utvrdeno je da je barbiturna kiselina lako
podlozna Kloriranju hipoklorastom Kise-
linom (HOCI), pri ¢emu nastaje C5 - klorirani
produkt (Slika 1). Kloriranje 5,5 - disupstitu-
iranih barbiturata nije moguce u C5 - polo-
Zaju, nego se odvija u N - poloZaju, medutim,
izraCunate barijere za takve procese su vrlo
visoke (AG*,,, > 200 kJ/mol). Stoga je pret-
postavljen mehanizam kloriranja barbiturata
preko iminolnog meduprodukta [1]. Izracu-
nate energetske barijere takvih procesa su
niZe od barijera izravnog kloriranja amidnog
oblika, ali iznose vise od 150 k] /mol (Slika 2).

O

)k
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H,O

HN1 SNH pKa 4.01

Slika 1. Kloriranje barbiturne kiselineu C - 5

poloZaju.
1 i i
HOCI cl
HN725NH tautomer. N)kNH NG \N)kNH
el —— —
07 > o HO o] H0 © o
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Slika 2. Tautomerizacija i N - kloriranje 5,5
- disupstituiranih barbiturata. R, = R, = Et
(barbital); R, = Et, R, = Ph (fenobarbital)

Visoke barijere za reakcije kloriranja barbitu-
rata objasnjavaju njihovu kemijsku otpornost
u postrojenjima za obradu otpadnih voda i
njihovu perzistentnost u okoliSnim vodama.
S obzirom na nepovoljan ekoloski profil
barbiturata, potrebno je razmotriti primjenu
efikasnijih metoda obrade otpadnih voda
tika. Kvantno - kemijske metode su iznimno
korisne za razumijevanje reakcijskih meha-
nizama Kkloriranja barbiturata, a ispitiva-
njem utjecaja razliCitih supstituenata u C5
- poloZaju na otpornost Kloriranju, moze se
predvidjeti kemijsko ponasanje tih lijekova u
vodenom okoliSu.

[1] D. Saki¢, P. Sonji¢, T. Tandari¢, V. Vréek, J. Phys.
Chem. A. 118 (2014) 2367 - 2376.
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Citotoksicno djelovanje izotiocijanata iz porodice kupusnjaca na razlicite
stani¢ne linije humanih karcinoma mjereno MTT metodom

The Cytotoxic Effect of the Brassicaceae Family Isothiocyanates on
Various Cell Lines of Human Cancers Measured by the MTT Assay

Mirna Zupi¢?, Vedrana Cikes-Culi¢?

1Studij farmacije, Sveuciliste u Splitu
2Medicinski fakultet, Sveuciliste u Splitu

Karcinom je sloZena bolest u kojoj stanice
viSe ne odgovaraju na signale unutar tkiva
u kojem reguliraju stani¢nu diferencijaciju,
preZivljavanje, proliferaciju i smrt. Kao rezu-
Itat toga, ove stanice se nakupljaju unutar
tkiva, dovodeci do lokalnog osStecenja i upale.
Postoji viSe od 200 razli¢itih vrsta carcinoma
[1].

Kupusnjace ili krstaSice (Brasicaceae,
prethodno Cruciferae), porodica su cvjetnica
(red Brassicales) i sadrze 338 rodova i oko
3700 vrsta [2].

[zotiocijanati su bioloski aktivni produkti
hidrolize glukozinolata. Kupusnjace
sadrze razne glukozinolate, od kojih svaki
hodrolizom formira razli¢ite izotiocijanate
[3].

In vitro je ispitivano citotoksi¢no djelovanje
izotiocijanata izoliranih iz porodice kupusn-
jaca na dvije stani¢ne linije: T24 (karcinom
mokraénog mjehura) i A1235 (glioblastom).
Za stanic¢nu liniju T24 koriSteni su alil izoti-
ocijanat, fenil izotiocijanat, benzil izotio-
cijanat, 2-fenil etil izotiocijanat, izopropil
izotiocijanat, 4-metoksifenil izotiocijanat,
3-metoksifenil izotiocijanat, p-tolil izoti-
ocijanat, 4-(metiltio)-fenil izotiocijanat u
koncentracijama od 10pM, 5uM, 5mM i
0,5mM.

Za stani¢nu liniju A1235 koriSteni su iden-
ti¢ni spojevi u koncentracijama 10uM i 20uM.

Kod obje stani¢ne linije apsorbancija
stanica mjerena je nakon 4h, 24h, 48h i 72h
inkubacije.

Za statisticku analizu podataka koristio se
T-test za nezavisne uzorke.

Stani¢na Zivost i proliferacija odredena je
mjerenjem stanicnog metabolizma koristeci
MTT metodu. MTT testom se odreduje
postotak metabolicki aktivnih stanica nakon
izlaganja jednom od ekstrakata biljaka,
jer mrtve, odnosno metaboli¢ki neaktivne
stanice ne vezu MTT. Omjer apsorbancije
stanica tretiranih vodenim otopinama

izotiocijanata te apsorbancije onih koje nisu
tretirane pokazatelj nam je citotoksicne
aktivnosti koristenih izotiocijanata.

Najbolji citotoksi¢ni u¢inak na stanicnu liniju
T24 pokazao je izopropil izotiocijanat pri
koncentraciji od 5mM nakon 72h inkubacije.
Najbolji citotoksi¢ni u¢inak na stanicnu liniju
A1235 pokazao je benzil izotiocijanat pri
koncentraciji od 20uM nakon 24h inkubacije.
In vitro izlaganje stanica karcinoma
mokra¢nog mjehura (T24) i glioblastoma
(A1235) izotiocijanatima izoliranim iz biljne
porodice kupusnjaca (Brasicaceae) dovodi
do smanjenja prezivljenja tih stanica.
[spitivani izotiocijanati pokazuju citotoksi¢ni
ucinak ovisan o vremenu inkubacije i koncen-
traciji.

Djelovanje izotiocijanata nije uvijek razm-
jerno povecanju koncentracije i vremenu
inkubacije, te u pojedinim slucajevima dolazi
do oporavka stanica.

Citotoksi¢ni ucinak izotiocijanata, Sto je
ujedno i hipoteza naSeg ispitivanja, je
potvrden, a iduci korak je potvrdivanje tih
ucCinaka in vivo ispitivanjem na modelima
karcinoma mokra¢nog mjehura i glioblas-
toma kod Zivotinja.

The research was funded by HRZZ project
BioSme (IP-2016-06-1316)".

[1] D. Hanahan, RA. Weinberg, Cell. 144 (2011)
646-674.

[2] Brassicaceae. Encyclopaedia Britannica, 2015.
URL:https://www.britannica.com/plant/Brassi-
caceae, pristupljeno 30.11.2016.

[3] Isotiocyanates, 2005., http://lpi.oregonstate.
edu/mic/dietary-factors/phytochemicals/isothi-
ocyanates, pristupljeno 10.4.2017.
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Odredivanje citokina izlucenih iz THP-1 i NCI-H292 stanica nakon

tretiranja izvanstani¢nim Hsp70
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Treatment with Extracellular Hsp70

Ana Dojder?, Andrea Hulina??, Marija Grdi¢ Rajkovic¢?, Mirna Suci¢**, Lada Rumora?

1Studij medicinske biokemije, FBF

2Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sveucilista u Zagrebu

3Poslijediplomski doktorski studij, FBF
*Zavod za patologiju i citologiju, KB ,Sveti Duh’, Zagreb

Kroni¢na opstrukcijska plu¢na bolest (KOPB)
karakterizirana je pojacanom kroni¢nom
upalom diSnih putova i plu¢a koja dovodi
do opstrukcije te sistemskom upalom [1].
Brojne upalne stanice i njihovi medijatori
ukljuceni su u upalne procese KOPB-a, a
vaznu ulogu imaju receptori sli¢ni Toll recep-
toru Drosophila vrste TLR2 i TLR4 (eng. Toll
like receptor). Izvanstani¢ni protein toplin-
skog Soka Hsp70 (eng. heat shock protein 70)
izmjeren je u poviSenim koncentracijama u
serumu bolesnika s KOPB-om, a smatra se da
djeluje preko TLR2 i TLR4 receptora te na taj
nacin izaziva sterilnu upalu [2,3].

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati ulogu
izvanstanicnog Hsp70 proteina u imuno-
snom upalnom odgovoru na stani¢nim mode-
lima KOPB-a odredivanjem koncentracije
upalnih citokina IL-1a (eng. interleukin 1a),
IL-1B, IL-6, IL-8 i TNF-a (eng. tumor necrosis
factor a). Kao pluéni model KOPB-a kori-
Stena je stanicna linija humanih bronhijalnih
epitelnih stanica NCI-H292, a kao sistemski
model KOPB-a stani¢na linija humanih
monocitnih stanica THP-1. THP-1 i NCI-H292
stanice su tijekom 24 sata tretirane razli¢itim
koncentracijama rekombinantnog humanog
Hsp70 proteina (rhHsp70) te agonistima
TLR4 i TLR2 receptora: lipopolisaharidom
(LPS) i lipoteikoicnom Kkiselinom (LTA).
Koncentracija upalnih citokina izlu¢enih u
stani¢ni medij odredena je sendvi¢ ELISA-om
(eng. enzyme-linked immunosorbent assay).
Istrazivanje je pokazalo da kod NCI-H292
stanica 0,3, 1 i 3 pg/mL rhHsp70 stimulira

FD

izlu¢ivanjelL-1ailL-8,dok0,1,0,3,1,3130 ug/
mL rhHsp70 potiCe otpustanje IL-6. Nadalje,
pokazano je kako tretiranje NCI-H292 stanica
s LPS-om uzrokuje povecano izlucivanje IL-6
i IL-8, te da LPS uzrokuje snaZznije izlucivanje
[L-6 i IL-8 u odnosu na LTA. S druge strane,
kod THP-1 stanica 10 i 30 pg/mL rhHsp70
uzrokuje povecanu Kkoncentraciju IL-1f i
IL-8, ali ne i IL-1a, IL-6 niti TNF-o. Takoder,
dobiveni rezultati pokazuju da THP-1 stanice
tretirane s LPS-om ili LTA izlucuju povec¢anu
kolic¢inu svih ispitivanih citokina. Pri tome je
uoceno kako LPS ima izraZeniji u¢inak od LTA
i na THP-1 stanice.

Zakljuc¢ujemo da izvanstani¢ni Hsp70 protein
potice izluCivanje upalnih citokina te je
moguce da doprinosi nastanku i/ili daljnjem
pogorsanju lokalne i sistemske upale u bole-
snika s KOPB-om.

[1] Global Initiative for Chronic Obstructive
Lung Disease (GOLD) 2017, www.goldcopd.org,
pristupljeno 4.5.2017.

[2] S. Hacker, C. Lambers, K. Hoetzenecker, A.
Pollreisz, C. Aigner et al. Clin. Lab. 55 (2009)
31-40.

[3] A. Asea, M. Rehlj, E. Kabingu, ].A. Boch,

0. Baré, PE. Auron, M.A. Stevenson, S.K.
Calderwood. J. Biol. Chem. 277 (2002) 15028-
15034.

KLJUCNE RIJECI: KOPB, Hsp70, THP-1, NCI-H292,
citokini

KEYWORDS: COPD, Hsp70, THP-1, NCI-H292,
cytokines
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Aktivnost apoptoznih i upalnih kaspaza u NCI-H292 stanicama

tretiranim izvanstanicnim Hsp70

Activity of Apoptotic and Pro-Inflammatory Caspases in NCI-H292 Cells

Treated with Extracellular Hsp70
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Poslijediplomski doktorski studij, FBF
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[zvanstanicni protein toplinskog Soka Hsp70
(eng. heat shock protein 70) poviSen je u krvi
osoba s razli¢itim upalnim stanjima i bole-
stima, poput kroni¢ne opstrukcijske plu¢ne
bolesti (KOPB) [1]. Za razliku od unutar-
stani¢nog Hsp70 proteina koji djeluje cito-
protekcijski i protu-upalno, smatra se da
izvanstanicni Hsp70 djeluje preko receptora
slicnih Toll receptorima Drosophila vrste
TLR2 i TLR4 (eng. Toll like receptor) izaziva-
judi sterilnu upalu [2]. Upala i stani¢na smrt
(poput apoptoze) znacajni su stanicni procesi
koji kontroliraju homeostazu organizma.
Poremecaj bilo kojeg od ova dva procesa
moZe dovesti do razvoja bolesti. Stoga je za
razumijevanje mehanizama bolesti vazno
razjasniti na koji nacin se procesi upale i
stani¢ne smrti mogu kontrolirati te takoder
koje je njihovo medusobno djelovanje.

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati aktiv-
nost apoptoznih kaspaza -3/7, -8 i -9 te
upalne kaspaze-1 u NCI-H292 stanicama
kao stanicnom modelu KOPB-a. Hipoteza
istrazivanja je da izvanstani¢ni Hsp70 moze
inducirati upalne procese, no ne nuZno i
stani¢no umiranje procesom apoptoze. NCI-
H292 stanice tretirane sus 0,3, 1 i 3 mg/mL
humanog rekombinantnog Hsp70 proteina
s niskim sadrZajem endotoksina (rhHsp70)
tijekom 2, 4, 6 i 8 sati. Aktivnosti kaspaza -1,
-3/7, -8 i -9 odredene su luminescentnom

metodom (Caspase-Glo assay), a rezultati su
izraZzeni u relativnim jedinicama svjetlosti
RLU (eng. relative light units).

[strazivanje je pokazalo da rhHsp70 nije
utjecao na aktivaciju apaptoznih kaspaza -8
i -9, no sve testirane koncentracije znacajno
su inhibirale aktivnost kaspaza-3/7 nakon
2 h: 979,00 + 9,00 RLU, P =0,0107; 1005,00
* 29,00 RLU, P = 0,0146 i 1033,00 = 18,00
RLU, P =0,0209 za 0,3, 1 i 3 pg/ml rhHsp70
u odnosu na netretirane kontrolne stanice
(1292,00 + 63,00 RLU). Upalna kaspaza-1
nije aktivirana u navedenim vremenima pri
tretiranju s rhHsp70.

Zaklju€ujemo da rhHsp70 ne postize upalno
djelovanje putom aktivacije inflamasoma i
kaspaze-1, te ne uzrokuje apoptozu. Stovise,
rhHsp70 ima protu-apoptozno djelovanje
koje vrsi na nacin da inhibira kaspaze-3/7.

[1] S. Hacker, C. Lambers, K. Hoetzenecker, A.
Pollreisz, C. Aigner et al. Clin. Lab. 55 (2009)
31-40.

[2] A. Asea, M. Rehlj, E. Kabingu, J.A. Boch, O.
Baré, PE. Auron, M.A. Stevenson, S.K. Calder-
wood. ]. Biol. Chem. 277 (2002) 15028-15034.

KLJUCNE RIJECI: izvanstani¢ni Hsp70, kaspaze,
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Prognosticka vrijednost klinicki relevantnih medicinsko-biokemijskih
pretraga u predikciji rane retransplantacije jetre

Prognostic Value of Clinically Relevant Medical Biochemistry Tests in the
Prediction of Early Liver Retransplantation

Nives Antoli¢?, Andelka Milakara?, Sonja Perkov?, Zlata Flegar-Mestri¢?

1Studij medicinske biokemije, FBF
ZKlini¢ka bolnica Merkur

Transplantacija jetre (T]) klju¢no je rjeSenje
u lijeCenju zavrSnog stadija bolesti jetre.
U Klinickoj bolnici “Merkur” program T]
provodi se od 1998.g., a u Klinickom zavodu
za medicinsku biokemiju i laboratorijsku
medicinu, akreditiranom prema normi ISO
15189 odreduju se klinicki relevantne medi-
cinsko biokemijske pretrage u postupku
klinicke procjene statusa primatelja i dava-
telja prije transplantacije, u praéenju statusa
bolesnika tijekom transplantacije i pracenju
funkcije organa i optimiziranju individualne
terapije nakon transplantacije [1]. Zbog Cinje-
nice da sustav raspodjele raspolozivih jetri
spremnih za transplantaciju ide prvo onim
pacijentima koji su dulje ili na samom vrhu
transplantacijske liste, transplantat dobivaju
sve bolesniji pacijenti Sto umanjuje uspjes-
nost ishoda transplantacije. Od svih kompli-
kacija najc¢eS¢e su one koje se pojavljuju u
prvom tjednu nakon TJ. Ozbiljnu prepreku
predstavlja nedostatak znanja o ranim poka-
zateljima koji bi se mogli koristiti kao predik-
tivni biljezi rane disfunkcije presatka, retran-
splantacije, sekundarnih komplikacija ili
smrti pacijenta [2].

Cilj rada bio je odrediti ulogu aspartat amino-
transferaze (AST), alanin aminotransferaze
(ALT), gama glutamil transferaze (GGT),
alkalne fosfataze (ALP), i ukupnog bilirubina
u predikciji predikciji rane retransplantacije
jetre u prvom postoperativnom tjednu nakon
T].

Nase istraZivanje je retrospektivno u kojem
su analizirani rezultati AST, ALT, GGT, ALP i
ukupnog bilirubina u prvom tjednu nakon
T] kod 40 Kklinickih slucajeva s ranom
disfunkcijom presatka (retransplantacija
ili smrtni ishod 90 dana nakon transplanta-
cije) i 39 bolesnika bez znakova disfunkcije
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i dvogodisnjm preZivljenjem presatka nakon
prve T] u Klinickoj bolnici Merkur u razdoblju
0d 01.07.2014.-31.12.2016.

Za odredivanje statisticki znacajnih razlika
izmedu skupina koriSten je parametrijski
Studentov t - test ili neparametrijski Mann
- Whitneyjev test u statistickom programu
MedCalc. ROC analiza (eng. Receiver Opera-
ting Characteristic Curve) primijenila se za
izraCunavanje pokazatelja dijagnosticke
valjanosti pretraga.

Analiza dobivenih rezultata pokazala je da
se vrijednosti ALT-a u 2. postoperativhom
danu (POD), (p = 0,0465), i vrijednosti GGT-a
u POD4 (p = 0.0241), POD5 (p = 0,0030),
POD6 (p = 0,0007) i POD7 (p = 0,0006)
statisticki znacajno razlikuju izmedu istra-
zivanih skupina, pri ¢emu vrijednosti GGT-a
u POD6 i POD7 imaju dovoljno dobru razli-
kovnu djelotvornost kao prediktori rane
disfunkcije presatka (AUC(POD6) = 0,722 ,
95% - CI = 0,610 - 0,8170), Se = 52,5, Sp =
84,6), AUC(POD7) =0,723,95% - CI = 0,611
- 0,818, Se = 50,0, Sp = 84,6). Vrijednosti AST,
ALP i ukupnog bilirubina nisu se statisticki
znacajno razlikovali izmedu istrazivanih
skupina, te nemaju prediktivnu vrijednost u
procjeni rane disfunkcije presatka u prvom
posttransplantacijskom tjednu.

[1] Z. Flegar-Mestri¢, A. Nazor, S. Perkov, B.
Surina, Z. Siftar, I. Ozvald, Z. Vidas, Acta Med
Croatica. 65 (2011) 23-29.

[2] G. Bolondi, F. Marchegiani, R. Montalti, D.
Nicolini, M. Vivareli, L. De Pietri, World J Gastro-
enterol. 22 (2016) 5936-5949.

KLJUCNE RIJECI: transplantacija jetre, progno-
sticka vrijednost, predikcija, presadak
KEYWORDS: liver transplantation, prognostic
value, prediction, graft
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Osobe starije zivotne dobi uglavnom uzimaju
veliki broj lijekova, Sto Cesto rezultira terapij-
skim problemima koji se odraZavaju poveca-
njem trajanja i intenziteta bolnickog lijecenja,
prijema u bolnicu, neodgovaraju¢om skrbi u
domovima za starije i nemocne te neuspjeha
u lije¢enju.

Svrha ovogistrazivanjabila je odrediti ucesta-
lost i vrstu terapijskih problema u bolesnika
starije Zivotne dobi smjesStenih u domu za
starije i nemoc¢ne.

Prospektivno intervencijsko istrazivanje
provedeno je u razdoblju od veljace do lipnja
2016. godine u Domu za starije i nemo¢ne ,Sv.
Kamilo de Lellis”. U istrazivanje su bili uklju-
Ceni stacionirani korisnici koji su uzimali
dva ili viSe lijeka i koji su potpisali Informi-
rani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju.
Podaci o terapiji i komorbiditetima te osnovni
laboratorijski nalazi prikupljeni su uvidom u
medicinsku dokumentaciju te kroz razgovor
s korisnicima i medicinskim osobljem Doma.
Procjena moguce neprikladnosti propisane
terapije provedena je primjenom kategori-
zacije terapijskih problema prema Strand i
sur. [1]. Provedbu ovog istraZivanja odobrilo
je Eticko povjerenstvo Doma za starije i
nemocne ,Sv. Kamilo de Lellis”.

U istraZivanje bilo je uklju¢eno 101 ispi-
tanika prosjecne zivotne dobi 79 godina
(raspon 60-96) koji su u prosjeku uzimali 7
lijekova (raspon 2-16) te bolovali od 4 razli-
¢ita komorbiditeta (raspon 1-11). NajceS¢i

komorbiditeti bili su premaMedunarodnoj
Klasifikaciji bolesti i srodnih zdravstvenih
problema (MKB) iz skupina F (Mentalni pore-
mecaji i poremecaji ponasanja), I (Bolesti
cirkulacijskog sustava) i K (Bolesti probavnog
sustava). Utvrdeno je ukupno 526 terapijskih
problema s prosjekom 5Sterapijskih problema
po ispitaniku. NajviSe je terapijskih problema
svrstano u kategoriju ,Predugo trajanje
primjene lijeka“ (14,83%), zatim ,Lijek nije
siguran za pacijenta s obzirom na rizi¢ne
¢imbenike“ (11,03%) i ,Nelijeceno stanje“
(10,65%).

Velik  broj terapijskih
problema u bolesnika starije Zivotne dobi
smjestenih u Domu ukazuje na potrebu za
boljom kontrolom terapije i ukljucivanjem
ljekarnika u tim koji aktivno skrbi o zdrav-
stvenim potrebama gerijatrijskih osigura-
nika u domovima za starije osobe.

identificiranih

[1] RJ. Cipolle, P.C. Morley, L. M.Strand, Drug
therapy problems, u: Pharmaceutical care
practice: The patient-centered approach to medi-
cation management. M. Weitz, C. Naglieri (ur.),
New York, The McGraw-Hill Companies, 2012,
149-182.

KLJUCNE RIJECI: Dom za starije i nemocne, starija
Zivotna dob, ljekarnicka skrb, terapijski problemi
KEYWORDS: Nursing home, older age, pharmace-
utical care, drug therapy problems
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Udruga studenata farmacije i medicinske biokemije Hrvatske (CPSA)

Croatian Pharmaceutical Student’s Association (CPSA)
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Udruga studenata farmacije i medicinske
biokemije Hrvatske - CPSA, nezavisna je,
neprofitna i samostalna udruga osnovana 18.
lipnja 1994. godine na Farmaceutsko-bioke-
mijskom fakultetu u Zagrebu na inicijativu
Studentskog vije¢a.CPSA je jedina udruga u
Republici Hrvatskoj koja zastupa studente
farmacije i medicinske biokemije. Njezini
Clanovi promicu edukaciju na nacionalnoj
i internacionalnoj razini u smislu informi-
ranja i obrazovanja studenata vezano uz
samu struku, zdravstvo, aktualnim temama
na polju biomedicinskih znanosti te obiljeZa-
vanja svjetskih dana u zdravstvu.Ponosni smo
¢lanovi europske (eng. EPSA - European Phar-
maceutical Students’ Association) i svjetske
zajednice studenata (eng. IPSF - International
Pharmaceutical Students’ Federation).

Najveé¢i projekti su Student Exchange
Programme 1 Twinnet programi razmjena.
Cetvrti put organiziramo Kongres Udruge,
najvazniji i najve¢ih projekt na nacionalnoj
razini na kojem preko 200 studenata iz
Hrvatske i susjednih zemalja dobiva mnoge
korisne informacije od stru¢njaka iz biome-
dicinskog podrucja. Organiziramo takoder
i Virtualni kongres, prvi i jedini takav medu
studentima farmacijei medicinske biokemije
na kojem sudjeluju studenti Sirom svijeta!
Organiziramo i studentska natjecanja, i to u
konzultacijskim, klinickim i marketinSkim

FD

vjeStinama. Cilj naSeg Natjecanja u konzulta-
cijskim vjesStinama je razviti struc¢ne vjestine
studenata radi savladavanja realnih ljekar-
nickih izazova. U Natjecanju u Klinickim
vjeStinama studenti farmacije, medicinske
biokemije i medicine suraduju i rjeSavanju
klinicki slucaj, poticuéi tako suradnju struka
u skrbi za pacijente. Natjecanje u marke-
tinskim vjeStinama potice i razvija znanja iz
podrucja marketinga u farmaceutskoj indu-
striji, ali i promic¢e vaZnost mekih vjeStina
(eng. soft-skills).Najbolja verzija sebe projekt
je usmjeren razvijanju najvaZnijih mekih
vjestina kod studenata kako bi bili konkuren-
tniji na trziStu rada. Provodimo brojne huma-
nitarne akcije poput Palacinkijade i Fritu-
lijade, ali i javnozdravstvene akcije gdje se
nastoji podi¢i svijest sugradana o bolestima
danasnjice. Novi projekt je CPSApunci¢, u
kojem odrzavamo radionice po vrti¢ima i
u¢imo najmlade pravilnom pranju ruku te
je 2016. nagraden i Rektorovom nagradom!
Sudjelovali projekta
Bolnica za medvjedice u suradnji sa studen-
tima medicine u svibnju 2016. Ponosni smo
organizatori 15. EPSA-ine Ljetne skole u
Zadru 2013. godine u kojem su sudjelovali
studenti iz 22 europske zemlje. 2016. smo
proglaSeni najboljom udrugom studenata
farmacije i medicinske biokemije na svijetu!

smo u organizaciji
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Udruga studenata farmacije i medicinske
biokemije Hrvatske - CPSA, nezavisna je,
neprofitna i samostalna udruga osnovana
1994. godine na Farmaceutsko-biokemij-
skom fakultetu u Zagrebu. CPSA je jedina
udruga u Republici Hrvatskoj koja zastupa
studente farmacije i medicinske biokemije.
Njezini Clanovi promicu edukaciju i informi-
ranje o aktualnim temama na polju zdrav-
stva, obiljezavaju svjetske dane u zdravstvu
te organiziraju projekte. Ponosni smo ¢lanovi
europske i svjetske zajednice studenata.

Ve¢ dugi niz godina Udruga organizira Natje-
canje u konzultacijskim vjeStinama (eng.
Patient Counselling Event, PCE) u kojem
studenti farmacije primjenjuju svoje steceno
znanje i vjeStine kroz savjetovanje pacijenata
o pravilnoj primjeni terapije. U ovom projektu
studenti imaju prilike poslusati predavanja i
sudjelovati u farmakoterapijskim i konzulta-
cijskim radionicama tese natjecati u finalu.
S obzirom na promjeneprograma, najnovija
promjena jest ukljuc¢ivanje mladih studenata
kako bi se na samom pocetku fakultetskog
obrazovanja susreli s ovim vaZnim aspektom
struke.

Natjecanje u klinickim vjeStinama (eng.
Clinical Skills Event, CSE) zajednicki je projekt
studenata farmacije, medicinske biokemije
i medicine. Na Natjecanju studenti imaju
zadatak rijeSiti kompleksni klinicki slucaj. Cilj

je potaknuti studente svih triju profesija na
kriticko i prakticno razmisljanje pri razma-
tranju Kklinickog slucaja. Time se studenti
vjezbaju za svoje buduce zanimanje u kojem
¢e se ucCestalo sretati sa pacijentima koji
imaju kompleksnu klinicku sliku, a za koje
je potrebno pronaci najbolji nacin lije¢enja.
Osim primjene znanja iz raznih podrucja
pojedinih struka u cilju osiguravanja opti-
malnog lijeCenja za pacijente, ovo Natjecanje
potice timski rad te esencijalnu interdiscipli-
narnu suradnju biomedicinskih struka.
Natjecanje u marketinskim vjeStinama (eng.
Marketing Skills Event, MSE) prvo je takvo
natjecanje u svijetu studenata farmacije i
medicinske biokemije te zajednicki projekt
CPSA-eiStudentskogzbora Farmaceutsko-bi-
okemijskog fakulteta. U Natjecanju su sudje-
lovali studenti Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta i Sveucilista u Splitu koji su skupi-
nama rjeSavali marketinski slucaj. S obzirom
na veliku vaznost marketinga u farmaceut-
skoj industriji te sve manjem udjelu biome-
dicinskihstru¢njaka u njemu, ovo Natjecanje
sluZi razvijanju kompetencija kolegama koji
Zele nastaviti karijeru u tom smjeru. lako se
marketing kao takav najCeSc¢e percipira kao
prodaja i reklamiranje, on u zdravstvu ima
mnogo vazniju ulogu - osiguravanje najbolje
moguce terapije i plasiranje kvalitetnih i
nuZnih proizvoda.
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Humanijada 2017.
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Humanijada je sportsko-edukacijski projekt
koji se odrzava svake godine, a sudionici su
studenti biomedicinskih fakulteta (medi-
cine, stomatologije, farmacije, veterine...)
iz Republike Hrvatske i Federacije Bosne i
Hercegovine. Za vrijeme projekta studenti
se natjecu u ekipnim i pojedina¢nim spor-
tovima, sudjeluju na predavanjima i radioni-
cama iz struke te prisustvuju organiziranim
druzenjima. RijeC je o najvecem skupu stude-
nata biomedicinskih djelatnosti u Hrvatskoj,
a cilj projekta je upoznati te intelektualno i
socijalno pribliziti studente srodnih podrucja
djelatnosti u svrhu bolje interdisciplinarne
suradnje u budu¢nosti. Organizacija za 2017.
godinu povjerena je nezavisnoj i neprof-
itnoj Sportskoj udruzi Farmaceutsko-bio-
kemijskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu,
¢ijih je 10 ¢lanova Organizacijskog odbora
pod vodstvom predsjednika Udruge, profe-
sora dr.sc. Drage Vujevica, pokazalo zavidne
marketinske i organizacijske vjestine i trud
kako bi uz pomo¢ donatora, sponzora i volo-
ntera iz Udruge osigurali financijsku i organi-
zacijsku podrsku projektu.

Ovogodisnja 25. po redu Humanijada odrzala
se u Termama Tuhelj od srijede, 3. svibnja, do
nedjelje, 7. svibnja 2017. godine s rekordnim
brojem sudionika od preko 700 studenata.
Sportska natjecanja zapocela su u Cetvrtak te
kulminirala u subotu s polufinalnim i finalnim
utakmicama ekipnih sportova, a odvijala su
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se u deset disciplina: nogometu, rukometu,
kosarci, odbojci, odbojci na pijesku, tenisu,
stolnom  tenisu,
(veslanje) te krosu. Vremenske neprilike
znacile su veliki izazov za satnice sportova
koji se odrzavaju na vanjskim terenima, no
zahvaljuju¢i snalazljivosti organizatora, svi
su sportovi bili odigrani po planu i popraceni
brojnim gledateljstvom.

Osim sudjelovanja na sportskim natjecan-
jima, sudionici su imali priliku opustiti se
preko dana u hotelskim bazenima te svaku
vecCer prisustvovati zabavama uz glazbu
stru¢nog DJ-a te profesionalnu rasvjetu i
ozvucenje. VeCenje zabave bile su odli¢cno
posjecene te su privukle i vanjske posjetitelje
Zeljne dobrog provoda. Posljednju vecer
odrzano je tradicionalno proglasenje pobjed-
nika te dodjela medalja i pehara najbolje
plasiranim sportasima/ekipama u muskoj i
zenskoj kategoriji svakog sporta, nakon Cega
se zabava nastavila do ranih jutarnjih sati.
Farmaceutsko-biokemijski fakultet ponovno
se istaknuo kao fakultet s najvise osvojenih
odli¢ja te je tre¢u godinu zaredom osvojio
titulu ukupnog pobjednika i tako uspjeSno
zaokruZio pric¢u o jubilarnoj 25. Humanijadi
kao domacin i pobjednik.

plivanju,  ergometru

KLJUCNE RIJECI: Humanijada, sport, studenti,
biomedicinski fakulteti, natjecanje

KEYWORDS: Humanijada, sport, students, biome-
dical faculties, competition
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Utjecaj pojave zdravstvenih djelatnika na $kolsku i predskolsku djecu

Influence of the Appearance of Health Professionals on School and Pre-

School Children

Marija Pehar, Andela SuSac

Farmaceutski fakultet Sveucilista u Mostaru

Student Assembly Faculty of Pharmacy University of Mostar (SAFPUM)

Posjet  zdravstvenom  djelatniku  kod
najmladih pacijenata Cesto uzrokuje nela-
godu i strah bez obzira na zdravstveno stanje.
Takav posjet Cesto se povezuje s bolom i
uzimanjem preparata koje oni inicijalno ne
zele. Ako su imali barem jedno neugodno
iskustvo prilikom ranijeg posjeta, tada ce
strahovati da bi se to iskustvo moglo pono-
viti. Sindrom bijele kute cesta je pojava i u
odraslih, a povezuje se i s hipertenzijom kod
mjerenja arterijskog tlaka [1]. Svrha projekta
je kroz simulaciju zdravstvene ustanove utje-
cati na najmlade pacijente kako bi se oni oslo-
bodili straha od djelatnika u bijelim kutama.
Dugorocni cilj je u Siroj populaciji stvoriti
pozitivne stavove prema ostvarenju osnovnih
prava na zdravlje i koriStenju zdravstvene
zastite djelujuci od najranijih dana.

Projekt otvorenog tipa odrzan je 02.04.2017.
godine u prostoru Mepas Mall-a. U simulaciji
zdravstvene ustanove organizirana je bolnica
u Cijem su se sklopu nalazile ljekarna i ceka-
onica (igraonica). Svako dijete dobilo je svog
medvjedi¢a pacijenta kojeg smo lijecili na
razne nacine, te smo ih pritom upoznavali s
medicinskim priborom, lijekovima za vanjsku
i unutarnju uporabu. Za vrijeme igre, istrazi-
vanje smo provodili s njihovim roditeljima u
obliku ankete. Javnozdravstvena kampanja
trajala je tri sata, a ispitanici su bili slucajni
prolaznici koji su se odazvali na sudjelovanje.

Ispitivanju je pristupilo ukupno 50 roditelja
djece predskolske (3-5 g.) 32% i skolske dobi
(6-12 g.) 68%. Od toga 26% muske i 74%
Zenske djece.

Danas u svijetu vlada misljenje kako je nega-
tivan stav prema zdravstvenim djelatnicima
vrlo zastupljen u mladim naras$tajima. Na
temelju provedene ankete uocili smo kako
se strah od bijele kute neznatno smanjuje
u Skolskoj dobi te prevladava kod muske
djece od kojih 20% uvijek reagira negativno
naspram zenske djece (16,8%). Pokazano je
da koriStenje lijekova ne prihvac¢a 38% djece
neovisno o dobi. Zenska djeca imaju losiji
odnos prema lijekovima i to u 7,7%.
Rezultati pokazuju kako strah od bijele kute
nije toliko izraZen, a pozitivnom ishodu
uvelike pridonosi adekvatan razgovor s
djetetom. Zbog neznatnog postotka trebalo
bi provoditi edukaciju medu djecom kako bi
se on Sto viSe reducirao. Takoder bi se trebala
poticati svijest farmaceuta o prilagodbi lije-
kova djec¢jem uzrastu.

[1] S.S. Franklin, L.Thijs, T. W. Hansen, E. O’Brien,
J. A. Staessen, Hypertension 62 (2013) 982-987.

KLJUCNE RIJECI: djeca, lijek, farmaceuti, bijela
kuta
KEYWORDS: children, drug, pharmacists, white
coat
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Antibiotici - posljednja linija obrane

Antibiotics - Last Line of Defense

Student Assembly Faculty of Pharmacy University of Mostar (SAFPUM), Student Association

of the Faculty of Pharmacy (SAFF)

Studij farmacije, Farmaceutski fakultet Sveucilista u Mostaru
u suradnji s Farmaceutskim fakultetom Sveucilista u Sarajevu

Antibiotici su lijekovi koji se koriste za lije-
cenje bakterijskih infekcija i jedni su od
najceSce propisivanih lijekova. U pedesetak
godina upotrebe, bakterije su postale rezi-
stentne na mnoge od njih [1]. Potvrdeno
je kakonjihova pretjerana ili neopravdana
upotreba vodi ka razvoju rezistencije Sto
predstavlja veliki problem u Europi, ali i
svijetu te je potrebno njihovo racionalnije
propisivanje [2].

Svrha kampanje u sklopu Svjetskog tjedna
svjesnosti o antibioticima bila je istraziti
upoznatost javnosti s njihovom pravilnom
primjenom i podi¢i svijest o globalnom
razvoju rezistencije. Jedan od glavnih ciljeva
bio je razumijevanje antimikrobne rezisten-
cije kroz djelotvornu komunikaciju, eduka-
ciju i istovremenu provjeru znanja Sire
javnosti o antibioticima.

[spitanici su bili pacijenti koji su se odazvali
na sudjelovanje, a posjetili su ljekarne u
kojima se provodila kampanja na podrucju
Mostara i Sarajevau vremenskom intervalu
od 8h do 17h.Sudjelovalo je ukupno 269 ispi-
tanika, od toga 175 muskaraca i 124 Zene.
Anketa se sastojala od 11 pitanja u tiskanom
obliku te im je ona urucena prilikom posjeta
ljekarni. Nakon ispunjene ankete pacijenti
su upuceni o dobrobiti antibiotika kao i o
njihovom ispravnom Koristenju te sprjeca-
vanju rizika. NajviSe pacijenata, njih 60% bilo
je u dobnoj skupini od 18 do 40 godina.

FD

Rezultati istrazivanja pokazali sukako su
gotovo svi ispitaniciupoznati sa antibioti-
cima (95%) te ih je koristilo 6,4% ispitanika,
no kako su muskarci starije Zivotne dobi
manje skloninjihovu konzumiranju u odnosu
na zene.Porazni su rezultati kako je polovica
ispitanika svake dobne skupine i oba spola
uvjerenja kako su antibiotici ,univerzalni lije-
kovi“ neovisno o uzroku, pa tako tu tvrdnju
zastupa 56,7% muskaraca i 51,3% Zena od
18 do 40 godina no istovremeno 72% ispita-
nika tvrdi kako je upoznato sa antibiotskom
rezistencijom. Muskarci su skloniji koriStenju
antibiotika za lijeCenje virusnih infekcija u
odnosu na Zene.

Zakljucujemo kako su Zene generalno viSe
upoznate s vaznoS¢u pravilne upotrebe
antibiotika i njihove potencijalne opasnosti.
Smatramo kako je broj pacijenata koji nije
upucen u pravilno koristenje antibiotika te
indikacije za njihovu primjenu vrlo velik te
kako su ovakve kampanje kao i ostale slicne
mjere od vrlo velike vaZnosti kako bismo
educirali Siru javnost.

[1] B.S. Levy. N Engl ] Med. 1998; 338: 1376-8.
[2] J.E. Hoppe. Pharmacoeconomics. 1996; 10:
552-74.

KLJUCNE RIJECI: antibiotici, rezistencija,
posljednja linija obrane, Svjetska zdravstvena
organizacija

KEYWORDS: antibiotics, microbial resistance, last
line of defense, World Health Organization
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Radionice

Prezentacijske vjeStine
Presentation Skills

Bruno Racki

Udruga studenata farmacije i medicinske biokemije Hrvatske (CPSA)

Sigurno ste gledaju¢i prezentacije Stevea
Jobsa pomislili
Odli¢an je govornik’, “Zelim kupiti taj
Appleov proizvod” i sli¢no. Tajna njegovih
uspjeSnih prezentacija ne leZi samo u razli-
¢itim psiholoskim trikovima i pomno biranim
rijeCima, ve¢ i o tome kakav nastup ima, $to
na sebi nosi te kako se ponaSa na pozornici.
Prezentacijske su vjeStine prijeko potrebne
kako u profesionalnom, tako i u privatnom
Zivotu - iako se najceSce pomisli na puko
prezentiranje ili prodaju, one podrazumije-
vaju puno viSe od toga. Svakodnevna komu-
nikacija s drugima, nacin na koji se predstav-
ljamo i nacin na koji govorimo jako utjecu na

“Wow, kakva prezenta-

» o«

cija’,

FD

uspjeSnost prezentacije ili prijenosa poruke.
U ovoj ¢emo se radionici dotaknuti tehnika,
zlatnih savjeta za prezentiranje, najceSc¢ih
pogreski i kako ih se rijesiti te pokusati savla-
dati jednu od najvaZnijih prezentacijskih
vjeStina - improvizaciju. Takoder, polaznici
¢e imati prilike okusSati se u prezentiranju
pred drugima te tako u maloj i sigurnoj zoni
rijesiti se straha od prezentiranja.

Kako je receno u knjizi The McKinsey Mind:
“Prezentiranje je ubojita vjeStina koju
nosimo sa sobom u pravi svijet. Skoro pa je
nepoStena prednost.”
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Solgar savjetovanje i mjerenje vitaminsko-mineralnog statusa

Solgar Recommendations on and Measuring of the Vitamine and Mineral

Status

Maja Salajster

Salvus d.o.o.

Kasnih 40-ih godina prosloga

.....

stolje¢a

poceo je istrazivanje i dokazivanje inovati-
vanog nacina testiranja koji se kroz litera-
turu moZe naci pod razlicitim nazivima, kao
EAV (Elektro-akupunktura prema Voll-u),
EDS (Elektro-dermalni screening) ili MSP-a
(Meridian Stress procjena). Ova metoda je
dokumentirana i dokazana u viSe od deset
godina bolnickih studija u Njemackoj, a
danas se MSP-om u cijeloj Europi koristi viSe
od 25.000 lijecnika. U SAD-u, upotreba MSP-a
trenutno je u velikom porastu medu lije¢ni-
cima alternativnih medicina. Sama metoda se
zasniva na Cinjenici da se odredeni vitamini
i minerali visSe koncentriraju na odredenim
tockama na kozi koje su najéeSce i akupun-
kturne tocke. Ove tocke imaju znatno niZzi
elektricni otpor, to jest one “provode viSe
struje” nego okolna koza. Upravo mjerenjem
tog otpora moguce je individualno odrediti
status vitamina, minerala, enzima, antioksi-
danta i omega masnih kiselina.
Svaistrazivanja su provedenasu uz odobrenje
FDA-e, a radena je i studija korelacije koznih
analiza s dijagnostickim analizama, klinickom
i laboratorijskom. U studiji je sudjelovalo 100
bolesnika, u prosjeku 30-ogodisnjaka. Kore-
lacija izmedu mjerenih EDA vrijednosti, kori-
ste¢i standardne uvjete devijacija kod paci-
jenta sa stanjem kroni¢ne polineuropatije
statisticKi je vrlo znacajna sa 99,5%, P<0,005.
Tako je dokazano da, ukoliko se EDA tehnika
pravilno Koristi, moze biti odlican alat za
analizu i definiranje upalne polineuropatije.

U naSem, Solgarovom, VMS timu svaki novi
Clan prolazi teorijsku i prakticnu edukaciju.
Teorijska edukacija o djelovanju vitamina,
minerala, amino Kkiselina te biljnih hranjiva
u organizmu. Takoder, prolazi edukaciju o
Solgarovoj liniji dodatka prehrani koja se u
samom sastavu i djelovanju uvelike razlikuje
od drugih linija koje susre¢emo na naSem
trziStu. Nakon testa provjere znanja prolazi
se i prakti¢ni dio edukacije u ljekarnama ili
specijaliziranim prodavaonicama lijekova,
na kojima se usvaja sama tehnika mjerenja.
Nakon usvajanja i provjere teorijskih i prak-
ticnih znanja krece se sa samostalnim radom.
Na samom mjerenju, odnosno savjetovanju,
kroz razgovor je potrebno prikupiti Sto vise
informacija o pacijentu: od kojih bolesti
boluje, koje terapije uzima, da li ima alergije,
eventualnim operativnim zahvatima te koje
dodatke prehrani trenutno Kkoristi. Pozeljno
je uzeti u obzir nadin prehrane, tjelesnu
tezinu, stanje probave te ostale tegobe kod
pacijenta. Kod Zena, preporuca se provje-
riti je li ciklus redovit, je li osoba trudnica ili
dojilja. Uz pomo¢ aparata mogu se odrediti:
vitanimi B skupine, C, E i A vitamini, omega,
cink, selen, kalcij, magnezij i koenzim Q10.
Na temelju rezultata mjerenja i prikupljenih
podataka, odreduje se ciljana suplementacija
da bi se postigla ravnoteza vitamina i mine-
rala u organizmu u cilju opéeg poboljSanja
zdravlja.

Radionicu ¢emo zavrsiti demonstracijom
mjerenja te prakticnim vjezbama za studente.
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Link together iImmunochemistry, clinical chemistry
and laboratory safety to form an unique
automated workcell
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BUKUREST 149€

PHRASE |
B O O K [)‘"SS[‘() RT

Stockholm - skandinavska prijestolnica, od 19. 5. 2017.

Helsinki - grad suvremene arhitekture i dizajna, od 21. 5. 2017.

Oslo - vikinski grad na fjordovima, otocima i jezerima, od 21. 5. 2017.
Bukurest - grad parkova, avenija i zelenih trgova, od 19. 5. 2017.

Cijene se odnose na aviokarte za izravne povratne letove Croatia Airlinesa iz Zagreba. Aviokarte za putovanja iz Dubrovnika, Pule, Splita i Zadra,
preko Zagreba, mogu se kupiti po cijeni od 229 EUR za Helsinki, Oslo i Stockholm, te po cijeni od 179 EUR za Bukurest. U cijenu su ukljuéene
pristojbe zra¢nih luka i naknada za izdavanje zrakoplovne karte (TSC) za kupnju na www.croatiaairlines.hr i m.croatiaairlines.hr. Broj mjesta po
promotivnoj cijeni na svakom je letu ogranicen.

BEFOEE D REEE 072 500 505, +385 1 6676 555

croatiaairlines.hr  astaratuancememeer %2 | “CROATIA AIRLINES

Moja aviokompanija.



Galenski laboratorij | 38 ljekarnikih jedinica
Analiti¢ki laboratorij | L narelstve

SluZba za centralnu nabavu lijekova

Sluzba za farmakoanalizu i obradu recepata
Sluzba za informatiku

Sluzba za opce, pravne i kadrovske poslove
SluZzba za racunovodstvo i financije

Sluzba za razvoj, kvalitetu i marketing
Sluzba za zastitu na radu
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www.gljz.hr

Gradska ljekarna Zagreb
Kralja Drzislava 6
10 000 Zagreb

Ravnateljstvo

telefon: +385 (0)1 4555-033
e-mail adresa:
ravnateljstvo@gljz.hr

Galenski laboratorij
telefon: +385 (0)1 6586-451

Analiticki laboratorij
telefon: +385 (0)1 6626-152

o
-i Gradska ljekarna

Zagreb
Ljekarna radno vrijeme
Vidric¢eva 38a 07-20h
Trg Zrtava fadizma 8 07-20h
Draskoviceva 13 07-20h
Vlagka 84 07-20h
Ilica 43 07-20h
Medvedtak 111 07-20h
Zrinjevac 20 07-20h
Trg k. Tomislava 13 07-20h
Svacicev trg 17 07-20h
Masarykova 2 07-20h
Kamenita 9 08-16 h
Savska 10 07-20h
Ozaljska 132 08-16h
SIGET Av. V. Holjevca 22 00-24h
Ozaljska 1 00-24 h
Marohniéeva 3 07-20h
Ilica 79 07-20h
Ilica 301 00-24h
PODSUSED Podsusedska aleja79  07-20 h
Centralna, Trg bana ].Jelaéica3  00-24h
SESTINE Sestinska cesta 1 07-20h
SESVETE Bjelovarska 2 07-20h
Mirogojska 11 07-20h
KLAN]JEC Trg mira 6 07-15h
Runjaninova 4 07-20h
Kosorova 17 07-20h
Gruska 22 07-20h
GriZanska 4 00-24h
Maksimirska 14 07-20h
Maksimirska 81 07-20h
RAVNICE 8eferova 1 07-20h
UTRINE Hrastin prilaz 3 07-20h
GAJNICE Hrvatskih iseljenika1 07-20h
RETKOVEC Al lipa 2a 07-20h
PRECKO Slavenskog 12 07-20 h
GAJEVO H.Macanovica 2a 07-20h
BOROV]E Zdeslava Turiéa 1 07-20h
TRNIJE Strojarska 16 07-20h

telefon

2312-165
4611-141
4612-287
4617-428
4848-450
4667-870
4873-873
4572-122
4856-545
4872-850
4852-109
4836-277
3631-579
6525-425
3097-586
6190-639
3771-651
3750-321
3490-448
4816-198
4637-568
2001-411
3836-274
049-550-171
4897-643
2316-124
6157-617
2992-350
2311-090
2319-234
2312-895
6673-583
3454-064
2851-201
3882-852
3691-337
6137-711
6152-905
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Kapi za oéi
sektoinom

VIDLJIVA | °
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kod neugodnih simptoma alergije

Ektoin - potpuno prirodan nacin zastite
oCiju i nosa od alergena i iritansa.

Kao kap vode na dlanu
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Duzi put
ili kap do rjesenja?

Vidno kraci put do trenutnog olak$anja od simptoma
suhog oka. Vizol S kapi za oci djeluju brzo i sigurno —
ovlaZuju, njeguju i pruzaju zastitu oka.

BEZ KONZERVANSA

vizols.com
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HIDRADENITIS SUPPURATIVA (HS, gnojni hidradenitis, acne inversa) je kronicna,
imunoloski posredovana bolest koze karakterizirana upalnim lezijama uobicajeno
smjesStenim u podrucju pazuha i prepona, kao i ispod dojki, na straznjici te na unutarnjoj
strani bedara gdje se koza medusobno dodiruje. U upalnim podrucjima ¢esto se pojavljuju
apscesi, upalni noduli te drenirajuce fistule i to najceS¢e na mjestima bogatim apokrinim
Zlijezdama. HS nije infektivna ili zarazna, ve¢ imunolo$ki posredovana upalna bolest.!?

HIDRADENIT]

TESKI OBLICI HS-a:234
Visestruki medusobno povezani
sinusni kanaliéi i apscesi iz
kojih se drenira sadrzaj vrlo
neugodnog mirisa.

BOLEST SE CESTO

NE PREPOZNAJE,

a bolesnici koji Zive s tom
bolescu nerado govore 0
simptomima.?

HIDRADENITIS
SUPPURATIVA

MOZE SE POJAVITI
_UBILO K0JOJ
ZIVOTNOJ DOBI

UCESTALOST HS-a

ZENE GESCE
OBOLJEVAJU 0D
MUSKARACA

OTPRILIKE 1/3

MEDICINSKA
ISTRAZIVANJA
pokazala su da
postoji povezanost
izmedu HS-a i

\

__

SUPPURATIVA

ONLINE

BLAGI OBLIK

Jedan ili nekoliko izoliranih furunkula
bez sinusnih kanalica ili oziljaka.

UMJERENI OBLIK

Furunkuli koji se ucestalo ponavljaju na jednom ili viSe
razlicitih podrucja s oziljcima i sinusnim kanali¢ima.

TESKI OBLIK

Siroko rasprostranjeni furunkuli s visestrukim, medusobno
povezanim kanali¢ima uzduz zahvacenog podrucja
uz oZiljke i gnojni sadrzaj neugodnog mirisa.

www.hsonline.com.hr
Internetska stranica HS online namijenjena
je zdravstvenim djelatnicima i HS bolesnicima
u Republici Hrvatskoj.

Literatura:
1. Mayo Clinic. Hidradenitis Suppurativa. Dostupno na: http://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/hidradenitissuppurativa/basics/
definition/con-20027334. Pristup: prosinac, 2015.

g 2. Jemec GB. Clinical practice. Hidradenitis suppurativa. N Engl J Med 2012;366:158—164.
Q Vl e 3. Collier F, Smith R, Morton C. Diagnosis and management of hidradenitis suppurativa. BMJ 2013;346:f2121.

obicno se javlja u
odraslih nakon 20.
godine Zivota?

se smanjuje nakon
50. godine Zivota?

2X0dX"

dijagnosticiranih
bolesnika ima HS u
obiteljskoj anamnezi?3*

PUSENJA®
PRETILOSTI

Globalna stopa prevalencije HS-a procjenjuje se na oko

1% OPGE POPULACIJE.

Dermatolozi obi¢no
procjenjuju znakove i
simptome HS-a pomocu
Hurley ljestvice, Cije su
kategorije razvijene na
temelju klini¢ke ocjene
tezine bolesti.?%*

4. Zouboulis CC, Tsatsou F. Disorders of the apocrine sweat glands. In: Goldsmith LA, Katz S, Gilchrest BA, Paller AS, Leffell DJ, Wolff K.
Fitzpatrick’s Dermatology in General Medicine. 8" ed. New York, Chicago: McGraw Hill; 2012. p947-959.
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