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Uvodna rije€ predsjednika simpozija
Drage studentice i studenti, kolegice i kolege,

pozdravljamo vas na jubilarnom 10. simpoziju studenata farmacije i medicinske
biokemije (FARMEBS 2022) koji se odrzava u organizaciji Sveucilista u Zagrebu
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta (FBF), a u suradnji sa Studentskim zborom
FBF-a. Ve¢ cijelo desetljece FARMEBS je prilika studentima da predstave svoje
rezultate, znanja i iskustva koja su stekli sudjelujuéi u razli¢itim znanstveno-
istraZivackim projektima te prilikom izrade svojih doktorskih, specijalistickih,
radova za natjecaj za Rektorovu nagradu i diplomskih radova.

FARMEBS je zapoceo 2012. godine i od tada je neprestano rastao, a s vremenom
je postao jedan od poznatijih dogadaja na FBF-u. Zahvaljujemo na trudu i radu
svim aktivnim sudionicima i vasim mentorima S$to su vam omogucili da se
okusate u znanstvenom i stru¢nom radu te da svoje rezultate prezentirate na
FARMEBS-u. Veliko hvala i upravi FBF-a, posebice dekanici prof. dr. sc. Jasmini
Lovri¢ koja od pocetka prati FARMEBS (sudjelovanje u organizacijskim i
znanstvenim odborima), te je aktivno sudjelovala savjetima u funkcioniranju i
ovogodisnjeg simpozija. FARMEBS je financijski neovisan skup za Sto
zahvaljujemo svekolikoj podrsci sponzora i donatora. Drago nam je da je nas
simpozij prepoznat kao sjajno mjesto na kojem se vidi umjesnost i uspjesnost
nasih studenata i njihovih mentora.

Kao i svih prethodnih godina, FARMEBS 2022 bit ¢e posvecen svim aspektima
istraZivanja lijekova, kao i medicinsko-biokemijskoj dijagnostici, s tim da ¢e ove
godine u plenarnim predavanjima i tribini poseban naglasak biti na ulozi Zena u
znanosti i struci. Cast nam je $to ¢e plenarna predavanja odrzati znanstvenice i
strucnjakinje koje su svojim predanim radom znacajno pomaknule svoja
podrudja.

Zelimo da vam FARMEBS 2022 privuce paZnju zanimljivim predavanjima,
informativnim posterima, plodonosnom tribinom i raspravama te ostane u
dugom dobrom sjeéanju.

Dobrodosli na FARMEBS 2022!

T g oS st Tan 4

doc. dr. sc. Davor Saki¢ dr. sc. Kristina Pavi¢
predsjednik Organizacijskog odbora predsjednica Programskog odbora



Program

Radionice

11.30-12.30

(Radionice)

12.30-13.00

13.00-13.15

RD1: PREDSTAVLIANJE EUROPSKOG PROJEKTA ,,PHARMACEUTICAL OPEN
INNOVATION TEST BED FOR ENABLING NANO-PHARMACEUTICAL INNOVATIVE
Probucts — PHOENIX“

Ivana Vinkovic Vrcek (IMI)
Velika predavaonica

RD2: OSNOVE KVANTNO-KEMIISKIH IZRACUNA
Gabrijel Zubci¢, Valerije Vrcek (FBF)
Seminarska predavaonica

RD3: DOBRA PRAKSA U IZRADI GRAFOVA
Zvonimir Mlinari¢ (FBF)

Studentska predavaonica
REGISTRACIJA SUDIONIKA

OTVARANIJE SIMPOZIJA

1. sekcija

13.15-13.45

(Plenarno predavanje)

13.45-14.05

(Sponzorsko predavanje)

14.05-14.25

(Usmeno priopéenje)

14.25-14.45

14.45-15.30

PL1: A JOURNEY THROUGH FORMULATION DEVELOPMENT: A FORMULATOR’S
TRAVELOGUE

Ivona Jasprica, Xellia Pharmaceuticals

SP1: ULOGA MAGISTARA FARMACIJE U SVAKOM KORAKU ZIVOTNOG CIKLUSA
FARMACEUTSKOG PROIZVODA

Ana Prkacin, Medical Intertrade
UP1: ANTIVIRALNI UCINAK BOMBININA, PEPTIDA IZ ZABLIE KOZE
Ida Curtovic

UP2: VANILAKTIENA KISELINA | VANILMANDELIENA KISELINA — NOVI BIOMARKERI
U DIJAGNOSTICI MANJKA AKTIVNOSTI DEKARBOKSILAZE AROMATSKIH L-
AMINOKISELINA

Monika Poli¢

POSTER SEKCUJA UZ KAVU



2. sekcija

15.30-16.00 PL2: PUT OD RIJETKIH BOLESTI DO ALZHEIMERA: ISTRAZIVANJE ULOGE
TRANSTIRETINA

Ana Babic Perhoc, Sveuciliste u Zagrebu Medicinski fakultet
16.00-16.20 UP3: ANTIMALARIJSKO DJELOVANJE HARMICINA KARBAMATNOG TIPA
Marina Marinovi¢

16.20-16.40 UPA4: ISPITIVANJE PRISUTNOSTI STERIGMATOCISTINA | 5-
METOKSISTERIGMATOCISTINA U PIVU

Hrvoje KoZi¢, Ana Smehil

16.40-16.55 UP5: ISPITIVANJE KVANTITATIVNOG SASTAVA TIROIDNIH PRIPRAVAKA
KORISTENJEM RP-HPLC METODE

Mihaela Jovanovi¢

17.00-18.00 PAUZA zA RUCAK

3. sekcija

18.00-18.20 UPG6: IN VITRO ISPITIVANJE NAZALNE DEPOZICIJE MIKROSFERA S DONEPEZILOM
Tamara Topalovic¢

18.20-18.40 UP7: MiIKRORNA MOLEKULE KAO POTENCIJALNI BIOMARKERI ISHEMISKE
OZLJEDE MOZGA KOD NOVORODENCADI | NJIHOVE MODULACIE NAKON PRIMJENE
MELATONINA

Marta Dobri¢
18.40-19.00 UP8: HEPATOTOKSIENOST LIJEKOVA | DODATAKA PREHRANI
Matej Spaji¢

19.00 —19.45 | TR:TRIBINA “ZENE U ZNANOSTI | STRUCI — BREAKING THE GLASS CEILING”
(Tribina)

19.45-20.00 ‘ DODJELA NAGRADA | ZATVARANJE SLUZBENOG DIJELA SIMPOZIJA

20.00 - 22.30 ‘ DRUZENJE



PLENARNO PREDAVANIE






PL1
A journey through formulation development: a formulator’s
travelogue

Ivona Jasprica

Xellia Pharmaceuticals, Zagreb, Hrvatska

ivona.jasprica@xellia.com

The lecture will provide a comprehensive understanding of formulation scientists' daily
work, accenting injectable (parenteral) product pharmaceutical development. Different
aspects of formulation development, including drug substances, excipients, container
closure systems, and manufacturing processes, will be described. Also, examples of
innovative formulation development ("“teaching the old drug forms new tricks") will be
presented. Finally, the importance of good documentation practice will be stressed as
part of the daily formulation scientist's job.

More precisely, formulation scientist, throughout pharmaceutical development, designs
a finished product and its manufacturing process to consistently deliver the product of
predefined quality, safety, and efficacy. The information and knowledge gained from
pharmaceutical development studies and manufacturing experience provide scientific
understanding to support the future lifecycle of a particular drug.

Changes in formulation and manufacturing processes during the development stage
itself and later in the product lifecycle, if applicable, should be looked upon as
opportunities to gain additional knowledge and support the establishment of the design
space and its optimization/redefinition, as appropriate. Further, it must be stressed that
knowledge gained from experiments giving unexpected results can also be helpful in
product and process design and later in various risk management activities throughout
the product lifecycle.

Furthermore, it is essential to record all the activities, as only timely and correct records
"tell the true story" of a drug product.
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PL2
Put od rijetkih bolesti do Alzheimera: istraZivanje uloge transtiretina

Ana Babi¢ Perhoé!, Jan Homolak!, Ana Knezovi¢!, Jelena Osmanovi¢ Barilar?,
Kristina Pavi¢?, Davor Virag', Melita Salkovi¢-Petrigi¢t

1 Laboratorij za molekularnu neurofarmakologiju, Zavod za farmakologiju i Hrvatski institut za istraZivanje
mozga, Sveuciliste u Zagrebu Medicinski fakultet, Hrvatska
2Zavod za farmaceutsku kemiju, Sveuciliste u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Hrvatska

ana.babic@mef.hr

Modeliranje sporadicne Alzheimerove bolesti (sAB) u eksperimentalnih Zivotinja
izazovno je, ponajprije zbog mnogih nepoznanica u patofizioloskim mehanizmima bolesti.
Jedan od dostupnih te danas naSiroko koristenih modela sAB-a jest model
intracerebroventrikularne primjene streptozotocina (STZ-icv), dijabetogenog spoja koji
se koristi u lijecenju inzulinoma. Ovaj je model ponajvisSe karakteriziran kognitivnim
deficitom i uspjesnim postizanjem inzulinske rezistencije u mozgu, ali i drugih patoloskih
znacajki koje vidimo u oboljelih od AB-a, poput formiranja depozita proteina amiloida B
u mozgu. Tijekom visegodiSnjeg istrazivanja ovog modela, nasa je istrazivacka skupina
pokazala karakteristican obrazac amiloidnih depozita u leptomeningealnom i
perivaskularnom prostoru mozga Stakora tretiranih STZ-icv. Takav je obrazac izuzetno
nalik onom u jednoj rijetkoj bolesti; transtiretinskoj (TTR) okuloleptomeningealnoj
amiloidozi, koja nastaje zbog mutacije u genu za TTR te se ocituje razli¢itim neuroloskim
simptomima, poput kognitivnog deficita kao u AB-u, epilepsije, ataksije te gubitka vida i
sluha. TTR je transportni protein koji uslijed mutacije gubi stabilnost i sposobnost
nabiranja u pravilnu strukturu zbog ¢ega stvara amiloidne depozite, u ovom slucaju u
mozgu, a u slucaju TTR amiloidne kardiomiopatije i polineuropatije u srcu i perifernim
Zivcima. | dok se u slucaju kardiomiopatije i polineuropatije za oboljele uspjesno
primjenjuje lijek tafamidis, stabilizator TTR-a, on zbog svoje slabe prolaznosti kroz krvno-
mozdanu barijeru (KMB) ne djeluje u bolesnika s okuloleptomeningealnim oblikom.
Funkcija TTR-a u AB-u sve se vise istrazuje i rezultati pokazuju da bi TTR mogao imati
protektivnu ulogu u AB-u, ovisno o njegovoj stabilnosti. Buduci se u mozgu TTR sintetizira
u koroidnom pleksusu (KP), a tretman STZ-icv za modeliranje sAB-a narusava anatomski
i funkcionalni integritet KP-a, u projektu TransADamis odlucili smo istraZiti povezanost
izmedu STZ-icv animalnog modela sAB-a i centralne disfunkcije TTR-a, kao i
neuroprotektivnu ulogu TTR-a u tom modelu sAB-a. S obzirom da su literaturni podaci
pokazali da se lijek tafamidis moZe kemijski modificirati kako bi u laboratorijskih miseva
prosao KMB i nakupio se u mozgu u terapijski znacajnoj koncentraciji, jedan od ciljeva
ovog projekta jest i sinteza tafamidis piperazin amida i istraZivanje njegovih potencijalnih
terapijskih ucinaka uslijed kroni¢ne oralne primjene u STZ-icv misjem modelu sAB-a.

Projekt TransADamis (The role of transthyretin in sporadic Alzheimer's disease-associated
leptomeningeal and cerebrovascular amyloidosis and neuroprotective potential of a brain directed
tafamidis prodrug) je financiran programom ,.Junior Investigator Global ATTR Amyloidosis Research
ASPIRE“ tvrtke Pfizer Inc. (projekt broj 73521469). IstraZivanje je sufinancirano iz Znanstvenog centra
izvrsnosti za baziénu, klinicku i translacijsku neuroznanost (projekt “Experimental and clinical
research of hypoxic-ischemic damage in perinatal and adult brain“; GA KK01.1.1.01.0007 financiran
od strane Europske Unije putem Europskog fonda za regionalni razvoj).
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UP1
Antiviralni u¢inak bombinina, peptida iz Zablje koze

Ida Curtovi¢™?, Maria Elena Marcocci?, Maja Segvi¢ Klari¢?, Lucia Nencioni?, Maria
Luisa Mangoni3, Anna Teresa Palamara?

1 Zavod za mikrobiologiju, Sveuciliste u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Hrvatska
2 Zavod za javno zdravstvo i infektivne bolesti, Sveuciliste La Sapienza, Rim, Italija
3 Zavod za biokemiju, Sveuciliste La Sapienza, Rim, Italija

idacurtovic@gmail.com

Zabe roda Bombina koriste se u istraZivanjima kao modeli za prou¢avanije barijere u zastiti
od mikroorganizama. lzluCevine koZe Zabe Bombina variegata sadrze obitelj hidrofobnih
peptida, zvanih bombinini H, za koje se pretpostavlja da igraju bitnu ulogu u zastiti od
mikroorganizama. U ovom istraZivanju ispitan je antivirusni ucinak antimikrobnih peptida
bombinina H2 i H4 na Herpes simplex virusu 1 (HHV-1), virusu influence (H1N1), te John
Cunningham Poliomavirusu (JCPyV). Potencijalni citotoksi¢ni u¢inak bombinina H2 i H4 ispitan
je kolorimetrijskim testom citotoksi¢nosti (MTT) na stanicama bubreZnog epitela africkog
zelenog majmuna (Vero stanice), ljudskim stanicama linije adenokarcinoma pluca (A549) te
ljudskim fetalnim glija stanicama (SVGp12). Za ispitivanja protuvirusnog ucinka odabrane su
koncentracije bombinina H2 i H4 (10 i 20 ug/mL) bez znadajnog ucinka na vijabilnost stanica.
Radi provjere potencijalnog izravnog ucinka bombinina na virione (virucidno djelovanje), virus
je inkubiran sa svakim peptidom (1 h, 37 °C), a nakon toga su stanice inficirane tretiranim
virionima: Vero stanice s HHV-1, A549 stanice s HIN1, a SVGp12 stanice s virusom JCPyV. Za
kvantitativnu analizu antivirusnog djelovanja bombinina koristene su metode standardnog
ispitivanja plakova, Western blot analiza, unutarstani¢ni Western blot (ICW) i PCR u stvarnom
vremenu (Q-PCR). Rezultati standardnog ispitivanja plakova i Western blot pokazali su
virucidni uc¢inak bombinina H2 u dozama od 10 pg/mL (p < 0,001) i 20 pug/mL (p < 0,0001) te
bombinina H4 u dozama od 10 pg/mL (p < 0,01) i 20 ug/mL (p < 0,001) na HHV-1. Bombinin
H2 pokazao je snazniji virucidni ucinak te je zabiljezeno smanjenje infekcije za 2-log Sto
odgovara 99 %-tnoj inhibiciji replikacije HHV-1. Takoder su rezultati Western blota i ICW-a
pokazali da bombinin H2 ima virucidni u¢inak na H1N1virus. Rezultati dobiveni Q-PCR-om
pokazali su da bombinin H2 smanjuje infekciju virusom JCPyV za 2-log ako su stanice
prethodno tretirane peptidom. Bombinin H2 smanjio je infekciju za 1-log ako se dodao u
drugim stadijima infekcije ili izravno na virus JCPyV. Bombinin H4 nije pokazao antivirusni
ucinak na virus JCPyV. Prema nasim saznanjima ovo je prvo izvjesée o antivirusnom djelovanju
bombinina H2 i H4.
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UP2
Vanilakti¢na kiselina i vanilmandeli¢na kiselina — novi biomarkeri u
dijagnostici manjka aktivnosti dekarboksilaze aromatskih L-aminokiselina

Monika Poli¢', Iva Bilandzija Ku$?, Ana Skarici¢?, Ksenija Fumi¢“?

1 Zavod za medicinsku biokemiju i hematologiju, Sveuciliste u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijski fakultet,
Hrvatska
2 Klinicki zavod za laboratorijsku djiagnostiku, KBC Zagreb, Hrvatska

monika.policO@gmail.com

Manjak aktivnosti dekarboksilaze aromatskih L-aminokiselina (engl. aromatic L-amino acid
decarboxylase, AADC) rijedak je autosomno-recesivni poremecaj koji dovodi do teskog
deficita kateholamina i serotonina. Klini¢ka slika ukljucuje razli¢ite stupnjeve neuroloskih
osStecenja, ukljucujuci motoricke i neuromotoricke simptome. Pravovremeno postavljanje
dijagnoze i pocetak terapije klju¢ni su za uspjesno lijeCenje. Postavljanje dijagnoze manjka
AADC temelji se na mjerenju aktivnosti AADC enzima u plazmi, odredivanju koncentracije
neurotransmitra u likvoru (3-O-metildopa, homovanilnska kiselina i 5-hidroksiindol octena
kiselina) i molekularnoj dijagnostici. Vanillaktat (VLA), vanilmandeli¢na kiselina (VMA) i njihov
omjer VLA/VMA mogu se analizirati u sklopu analize organskih kiselina u urinu i smatraju se
potencijalnim neinvazivnim biokemijskim biljezima u postavljanju dijagnoze AADC.
Odredivanje referentnih intervala potonjih biljega preduvijet je za njihovo koristenje u
selektivnom probiru.

Retrospektivnom analizom 219 uzoraka urina pacijenata suspektnih na neurometabolicke
poremecaje, izmjerene su vrijednosti vanillaktata (VLA), vanilmandeli¢ne kiseline (VMA) i te
njihov omjer VLA/VMA. Pacijenti su podijeljeni u tri dobne skupine: 0-1 godine, 1-10 godina
i stariji od 10 godina. Uzorci su analizirani in-house metodom ekstrakcije organskih kiselina na
sustavu za plinsku kromatografiju s masenom spektrometrijom. Kao dodatan marker praéenja
koristio se N-acetiltirozin koji se najveéim dijelom izluCuje urinom te su njegove koncentracije
povecane u pacijenata s manjkom aktivnosti AADC. Za svaku dobnu skupinu napravljena je
statisticka analiza podataka kako bi se ustanovilo postoji li normalnost raspodjele podataka.
Zbog odbacivanja normalnosti, rezultati su prikazani u obliku medijana koncentracija i 95 %-
tnog intervala pouzdanosti. Medijani koncentracija i 95 %-tni intervali pouzdanosti za VLA,
VMA i VLA/VMA kod 62 pacijenta starosti do 1 godine iznosili su 0,240 (0,136-4,82)
mmol/mol kreatinina, 65,09 (50,83-78,95) mmol/mol kreatinina, 0,009 (0,003-0,019). Kod
121 pacijenta starosti od 1 do 10 godina medijani koncentracija VLA, VMA i VLA/VMA iznosili
su 0,242 (0,111-0,686) mmol/mol kreatinina, 53,61 (42,06—64,12) mmol/mol kreatinina,
0,006 (0,003-0,012). Kod 34 pacijenta starija od 10 godina medijani koncentracije VLA, VMA
i VLA/VMA iznosili su 0,086 (0,070-0,228) mmol/mol kreatinina, 24,54 (17,02-31,91)
mmol/mol kreatinina, 0,007 (0,004-0,012).

Odredivanje referentnih intervala VLA, VMA i VLA/VMA u urinu u sklopu rutinske analize
organskih kiselina moze pomoci u diferencijalnoj dijagnostici neurometabolickih bolesti. Ovi
biljezi mogu se ukljuciti u selektivan probir na manjak aktivnosti AADC i tako pridonijeti
pravovremenom postavljanju dijagnoze te pacijenta uputiti na daljnja testiranja za potvrdu
dijagnoze i pocetak lijecenja.
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UP3
Antimalarijsko djelovanje harmicina karbamatnog tipa

Marina Marinovi¢!, Jana Held?, Zrinka Raji¢*

1 Zavod za farmaceutsku kemiju, Sveuciliste u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Hrvatska
2 Institut za tropsku medicinu, Sveuciliste u Tibingenu, Njemacka

mmarinovic@pharma.hr

Malarija se, s procijenjenih 241 milijun slucajeva i 627 000 smrtnih ishoda u 2020. godini,
nalazi medu najsmrtonosnijim bolestima u zemljama u razvoju [1]. Pojava rezistencije
Plasmodium falciparum, najsmrtonosnijeg parazita koji uzrokuje malariju kod ljudi,
predstavlja najvecu prijetnju u kontroli malarije zbog ¢ega se javlja potreba za kontinuiranim
razvojem novih i ucinkovitih antimalarika [1, 2]. S ciljem nadvladavanja rezistencije dizajnirali
smo i sintetizirali pet serija harmicina, hibridnih spojeva u kojima su B-karbolin harmin s
dokazanim antimalarijskim djelovanjem i derivati cimetne kiseline medusobno povezani
amidnom poveznicom [3, 4]. Harmicini u polozaju N-9 B-karbolinskog prstena pokazali su se
najdjelotvornijima, stoga su u nastavku istrazivanja dizajnirani harmicini karbamatnog tipa u
istom poloZaju B-karbolina. Kako bi se pripravili Zeljeni spojevi 3a—k, prethodno su
sintetizirani cimetni alkoholi 2b—k i amin 1, a ukupno 11 harmicina karbamatnog tipa
sintetizirano je pomocu 1,1'-karbonildiimidazola (CDI) na dva nacina: 1) reakcija amina 1 s CDI
i nukleofilni napad cimetnih alkohola 2a—d, 2) reakcija cimetnih alkohola 2e-k s CDI te
nukleofilni napad amina 1.

Antimalarijsko djelovanje harmicina 3a—k ispitano je in vitro na dva soja P. falciparum: soj
osjetljiv na klorokin (Pf3D7) i soj otporan na klorokin (PfDd2). Svi su se harmicini pokazali
djelotvornijima na soj Pf3D7 u mikromolarnim i submikromolarnim koncentracijama, a
najucinkovitiji spoj sa sli¢nim djelovanjem na oba soja bio je p-nitro-supstituirani harmicin 3k:
ICso = 0,36 + 0,001 UM (Pf3D7) i 0,33 + 0,04 uM (PfDd2).

Pisanje ovoga rada financijski je pomogla Hrvatska zaklada za znanost (projekt UIP-05-2017-5160). Rad
doktorandice Marine Marinovi¢ financiran je iz , Projekta razvoja karijera mladih istraZivaca —izobrazba
novih doktora znanosti“ Hrvatske zaklade za znanost koji je financirala Europska unija iz Europskog
socijalnog fonda.

[1] https://www.who.int/publications/i/item/9789240040496 (datum pristupa: 4. listopada 2022.)

[2] C. Rasmussen et al., Current and emerging strategies to combat antimalarial resistance, Expert Rev.
Anti Infect. Ther. 3 (2022) 353-372.

[3] M. Marinovic et al., Novel harmicines with improved potency against Plasmodium, Molecules. 25
(2020) 4376.

[4] M. Marinovi¢, G. Poje et al., Further investigation of harmicines as novel antiplasmodial agents:
Synthesis, structure-activity relationship and insight into the mechanism of action, Eur. J. Med. Chem.
224 (2021) 113687.
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Sterigmatocistin (STC) i 5-metoksisterigmatocistin (5-M-STC) strukturno su srodni mikotoksini
s citotoksi¢nim i genotoksi¢nim svojstvima. Uglavnom ih proizvode plijesni iz roda Aspergillus,
serije Versicolores. Oba se mikotoksina mogu pronadi u unutarnjim prostorima, u uzorcima
kuéne prasine, unutarnjeg zraka i vlaZznog gradevinskog materijala. Prisutnost STC-a
zabiljeZena je u Zitaricama poput pSenice, kukuruza i je¢ma, u zrnima kave, zacinima,
orasastim plodovima, siru i pivu. Podaci o prisutnosti STC-a i 5-M-STC-a u prehrambenim
proizvodima i pivu su vrlo limitirani, posebice za 5-M-STC. S obzirom na veliku potrosnju piva
u Hrvatskoj i svijetu, prisutnost ovih mikotoksina u pivu mogla bi negativno utjecati na zdravlje
izloZzenih osoba. Kako bi se detektirala njihova pojavnost u pivu prikupljeno je 58 razlicitih
uzoraka piva s hrvatskog trZista te su ekstrahirani kombinacijom , QUEChERS” postupka
ekstrakcije te disperzivne metode ekstrakcije na cvrstoj fazi (dSPE). Pripremljeni ekstrakti
analizirani su tankoslojnom kromatografijom (TLC) koristedi silikagel 60 kao stacionarnu fazu
i toluen : etil-acetat : mravlju kiselinu 90 % (v/v) (5 : 4 : 1) kao mobilnu fazu. Nakon
kromatografskog odvajanja, kako bi se poboljsala detekcija fluorescentnih mrlja pripisanih
STC-u i 5-M-STC-u, TLC ploce osusene su i grijane 10 minuta u pecnici na 140 °C. Dodatno je
TLC ploca poprskana otopinom aluminijevog klorida pripremljenom u etanolu 60 % (v/v). Dok
STC nije detektiran ni u jednom uzorku, 5-M-STC je detektiran u 46,55 % uzoraka. Prisutnost
5-M-STC potvrdena je UV-Vis spektroskopijom nakon ekstrakcije tocke od interesa s TLC ploce.
Od ispitanih ekstrakata, 55 ih je dalje analizirano primjenom LC-MS metode koja je omogucila
detekciju toksina u nizim koncentracijama. Ovaj put ih je 17 (30,09 %) bilo pozitivno na STC
te 25 na 5-M-STC (45,45 %). Ovo je istraZivanje prvo istraZivanje pojavnosti 5-M-STC-a u
uzorcima piva i jedno od malobrojnih istraZivanja pojavnosti STC-a u pivu. S obzirom na
dobivene rezultate, moZe se zakljuciti kako postoji opasnost za zdravlje ljudi koji konzumiraju
ovo alkoholno pic¢e dugi niz godina u ve¢im koli¢inama.
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Ispitivanje kvantitativnog sastava tiroidnih pripravaka koristenjem RP-
HPLC metode
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Hipotireoza je stanje smanjene sinteze ili izlu¢ivanja hormona Stitnjace tiroksina (T4) i
trijodtironina (T3) pri ¢emu dolazi do disfunkcija na razini ¢itavog organizma. Zbog toga vrlo
je vazna pouzdana terapija koja minimalizira sve komorbiditete. Neuspjesnost levotiroksina u
navedenom dovela je do povecanog interesa za alternativnim opcijama kao Sto su prirodni
tiroidni pripravci.

Prirodni tiroidni pripravci su po sastavu suhi prah stitne Zlijezde svinje te sadrze oba hormona.
Problem njihovog koristenja je nepouzdana stabilnost i aktivnost. Unatoc repopularizaciji mali
broj istraZivanja se bavio opisanom problematikom. Stoga je cilj ovog rada odrediti sastav
ovakvih tiroidnih pripravaka primjenom prethodno razvijene i validirane metode tekudinske
kromatografije visoke djelotvornosti na obrnutoj fazi (RP-HPLC) za istovremenu kvantifikaciju
T3 i T4 u takvom bioloskom uzorku.

Kvantifikacija je provedena koristenjem metode unutarnjeg standarda, antrakinona.
KoriStena je C18 RP-HPLC kolona uz izokratnu eluaciju s pokretnom fazom koja se sastojala
od metanola i 0,025 % vodene otopine TFA u omjeru 65 : 35. Protok pokretne faze bio je 1
mL/min dok je detekcija provedena na A = 240 nm.

Nadalje, razvijen je i poboljsani protokol enzimske hidrolize tiroidnih pripravaka koristenjem
komercijalno dostupne proteaze Pronase® u inkubacijskom puferu (smjesa natrijevog klorida,
tris(hidroksimetil)Jaminometana i 2-merkapto-1-metilimidazola).

Metoda je primijenjena za kvantitativnu analizu T3 i T4 u komercijalnom tiroidnom pripravku
unutar i izvan roka valjanosti. Rezultati kvantitativne analize tiroidnog pripravka koji je bio
unutar roka valjanosti odgovaraju deklariranom sadrzaju. Srednje vrijednosti prinosa za T3 i
T4 bile su 99,71 % + 0,21 % i 95,00 % + 0,60 %. S druge strane, analiza uzorka izvan roka
valjanosti pokazala je smanjenu koli¢inu T3 i T4. Srednja vrijednost prinosa za T4 bila je 60,76 %
+ 2,42 %, dok T3 nije bilo moguce odrediti jer mu je koncentracija bila ispod granice
kvantifikacije.

Moze se zakljuditi da tijekom vremena dolazi do znacajnog pada koncentracije (p < 0,05) zbog
sloZzenog mikrookolisa uzorka. Rezultati istraZivanja su pokazali kako je razvijenu metodu
moguce primijeniti za kvantitativno odredivanje sadrZaja tiroksina i trijodtironina u tiroidnim
pripravcima te za pracenje stabilnosti takvih pripravaka.
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Alzheimerova bolest (AB) je kroni¢na, progresivna bolest sredisnjeg Ziv€anog sustava. Lijek prvog
izbora za AB je inhibitor acetilkolinesteraze donepezil koji se primjenjuje oralno u dozi od 5 ili 10
mg. Oralna primjena donepezila u pacijenata s AB-om povezuije se s nedostatcima poput poteskoéa
s gutanjem, slabe suradljivosti zbog gorcine i gastrointestinalnih nuspojava [1], te ogranicene
raspoloZivosti lijeka u mozgu zbog ucinka krvno-mozdane barijere [2]. Nazalna primjena donepezila
istrazuje se kao ucinkovita alternativa zbog mogucnosti izravne dostave lijeka u mozak, uz
zaobilaZenje probavnog sustava. Kljucni cimbenik predstavlja udio doze dostavljen do olfaktorne
sluznice nosne Supljine, inervirane olfaktornim i trigeminalnim Zivcem koji omogucuju izravnu
dostavu nazalno primijenjenog lijeka u mozak.

Cilj rada bio je pripraviti i karakterizirati mikrosfere s donepezilom te ispitati utjecaj parametara
primjene (kut primjene u odnosu na horizontalnu ravninu i protok udahnutog zraka) na nazalnu
depoziciju pripravljenih mikrosfera. Mikrosfere su pripravljene susenjem rasprsivanjem vodenih
otopina donepezila i pomoénih tvari kitozana i manitola. Mikrosfere su zadovoljile kriterije za
primjenu u nosnoj Supljini s obzirom na uspjesnost uklapanja, sadrzaj lijeka, sadrzaj vlage, velicinu
Cestica i reoloska svojstva. U svrhu ispitivanja nazalne depozicije mikrosfera, koristen je 3D printani
model nosne Supljine, izraden prema CT snimci glave 62-godisnjeg pacijenta zdravih nosnih putova.
Mikrosfere s donepezilom uspjesno su dostavljene u ciljnu (olfaktornu) regiju nosne Supljine.
Najucinkovitija dostava donepezila u olfaktornu regiju (68,8 + 7,4 % primijenjene doze) postignuta
je primjenom mikrosfera s donepezilom uredajem za nazalnu dostavu praska pri kutu primjene
prema horizontalnoj ravnini od 30° i uz zadrZavanje daha. Smanjenjem kuta primjene u odnosu na
horizontalnu ravninu rastao je udio lijeka dostavljen u olfaktornu regiju. Protok zraka od 20 L/min
smanjio je odlaganje donepezila u olfaktornoj regiji, a povecao u regijama (anteriornoj i
posteriornoj) koje nisu od interesa za dostavu lijeka iz nosne Supljine u mozak. Povoljniji rezultati
depozicije donepezila uz zadrZzavanje daha mogu biti korisni i iz pozicije pacijenta jer
pojednostavljuju primjenu formulacije (izbjegnuti su problemi vezani uz koordinaciju potiska i
udaha), sto moZe povecati suradljivost pacijenta i poboljsati klinicke ishode.

Ovaj rad je sufinancirala Hrvatska zaklada za znanost projektom UIP- 2017-05-4597.
[1] Z.Q. Zhao et al., An update on the routes for the delivery of donepezil, Mol. Pharm. 18 (2021) 2482—
2494,

[2] M. Agrawal et al., Nose-to-brain drug delivery: An update on clinical challenges and progress
towards approval of anti-Alzheimer drugs, J. Control. Release, 281 (2018) 139-177.
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Jedan od najceséih uzroka ostecenja mozga u perinatalnom razdoblju nedostatna je opskrba
krvi i tkiva kisikom — stanje znano kao asfiksija novorodenceta. Njena klinicka manifestacija,
lezija mozga koja nastaje kao posljedica manjka kisika i poremecaja cirkulacije, naziva se
hipoksi¢no-ishemijska encefalopatija (HIE). Prevalencija asfiksije novorodencadi doseze
brojku od Cetiri milijuna godisnje, rezultirajuéi dugotrajnim posljedicama po dijete, kao Sto su
cerebralna paraliza, epilepsija, gubitak osjetnih Zivaca. Dijagnostika neonatalne HIE danas se
oslanja na klinicke manifestacije, koje znatno variraju od pojedinca do pojedinca te na tehnike
snimanja mozga (eng. neuroimaging). Nedostatak ovakvoga pristupa nemoguénost je rane
detekcije patoloskih promjena, sto je klju¢no kako bi se na vrijeme primijenila ciljana terapija.
Stoga postoji ocita potreba za pronalaskom kvantitativnih biomarkera pomocu kojih bi se
mogao izmijeriti stupanj oStecenja, procijeniti potreba za terapijom i vrsta potrebne terapije
te pratiti njezina ucinkovitost. U tu su svrhu zanimljive mikroRNA molekule. Osim Sto ih je
moguce kvantificirati i u moZzdanom tkivu i u krvnom serumu, asfiksija, kao i posljedi¢na HIE,
utjece na njihovu ekspresiju u oba tipa uzorka. Nadalje, terapijska hipotermija trenutno je
jedina opcija lijeCenja HIE, $to stavlja prioritet na potrebu za pronalaskom alternativnih i
suplementarnih nacdina neuroprotekcije u perinatalnoj medicini. Melatonin je obecavajuca
molekula u tom smislu jer posjeduje antioksidativna svojstva, niske je toksicnosti te lako
prelazi krvno-moZzdanu barijeru.

U fokusu ovoga rada promjene su u razinama miR-126 i miR-146a izazvane hipoksijom-
ishemijom (HI), kako u mozgu, tako i u serumu novorodenih Stakora. MikroRNA miR-126
vaZna je za angiogenezu, dok miR-146a igra ulogu u negativnoj regulaciji urodenih i stecenih
imunosnih mehanizama. Ovi su procesi naruseni u stanju hipoksije-ishemije, stoga bi njihova
Rezultati ovoga pretklinickog istrazivanja potvrdili su da melatonin znacajno smanjuje
oStecenje mozga uzrokovano novorodenackom asfiksijom te pruzaju preliminarne dokaze o
modulaciji miR-126 i miR-146a nakon hipoksije-ishemije i tretmana melatoninom. Navedena
promjena vidljiva je kako u mozdanoj kori, tako i u serumu, $to upucuje na to da poremecaj
razina mikroRNA u cirkulaciji moZe odrazavati slicne promjene u ishemi¢nom tkivu.
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Hepatotoksicnost ksenobiotika, odnosno lijekova i dodataka prehrani, rastuci je zdravstveni
problem. Zbog Siroke primjene lijekova, a manjkave regulacije Sirokodostupnih dodataka
prehrani, zdravstveni radnici moraju biti na oprezu prilikom izdavanja i preporuke ovakvih
proizvoda. Jetra je glavni organ metabolizma ksenobiotika te je kao takva sklona ostec¢enjima
razli¢itim mehanizmima. Stoga je kljuéno poznavati laboratorijske parametre i klinicke
simptome ostecenja jetre kako bi se pacijente moglo pravovremeno upozoriti na mogucnost
hepatotoksicnog djelovanja pripravka. Napravljen je pregled znanstvene literature o
lijekovima s djelatnim sastavnicama poznate hepatotoksi¢nosti, npr. paracetamol ili
kombinacija amoksicilina i klavulanske kiseline, ali i o dodacima prehrani s ekstraktom crvene
rize ili zelenog ¢aja koji su dostupni u Republici Hrvatskoj. Provedena je eksplorativna anketa
u kojoj je sudjelovalo ukupno 105 ispitanika, studenata Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu, kojom su prikupljeni podaci o upoznatosti studenata s
hepatotoksi¢nosti lijekova i dodataka prehrani. Vise od polovice studenata nije bilo upoznato
ili je nedovoljno upoznato s utjecajem ovakvih ksenobiotika na jetru. Uzro¢no-posljedicnu
vezu izmedu djelovanja ksenobiotika i hepatotoksi¢nog ucinka nije lako dokazati. Kako bi se
rizik od Stetnog utjecaja na jetru smanjio i odabrala prikladna terapija za pojedinog pacijenta,
potreban je oprez, a osobito kod politerapije te ostalih rizi¢nih ¢imbenika u etiologiji
oStecenja jetre. Ovakav pristup temelj je personalizirane skrbi ¢emu moderna struka,
ukljuéujudi i medicinu temeljenu na dokazima, tezi.
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Razina reaktivnih kisikovih vrsta u sferoidima HepG2 stanicne linije
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Bisfenol A (BPA) koristi se u proizvodniji plasti¢nih proizvoda Siroke upotrebe. BPA iz boca,
spremnika ili limenki zbog nepravilnog skladiStenja moZe migrirati u hranu i vodu ¢ime
su ljudi izloZzeni ovom spoju. Dokazano je da je BPA endokrini disruptor, a izloZenost ljudi
visokim koncentracijama BPA moZe dovesti do razvoja bolesti poput dijabetesa, bolesti
srca, pretilosti, poremecaja reproduktivnog sustava i ostecenja jetre kod odraslih, dok su
kod djece najcesée zabiljezeni poremecaji respiratornog i imunosnog sustava. Zbog
Stetnih ucinaka BPA na zdravlje, regulatorne agencije ogranic¢avaju njegovu upotrebu te
se zamjenjuje s drugim proizvodima sli¢nih svojstava. Bisfenol AP (BPAP) je analog BPA o
Cijoj se toksi¢nosti i mehanizmu djelovanja vrlo malo zna. Oksidacijski stres posljedica je
generiranja povecane razine reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) te se povezuje s nastankom
brojnih bolesti. Cilj ovoga istraZivanja bio je ispitati uzrokuju li BPA i njegov analog BPAP
stvaranje ROS. U istraZzivanju je koristen novorazvijeni trodimenzionalni model
imortaliziranih stanica ljudskog hepatocelularnog karcinoma, odnosno sferoidi HepG2
stani¢ne linije koji, za razliku od dvodimenzionalnog modela stanica, tocnije odrazava
uvjete organizma zbog poboljSane interakcije stanica te tako bolje oponasa specificne
funkcije jetre. Sferoidi HepG2 tretirani su s BPA ili BPAP u koncentracijama 10, 20 i 40
MM kroz 24 i 96 sati. U ispitivanje su uklju¢ene i kontrolne stanice (negativna kontrola te
pozitivha kontrola tretirana tert-butil-hidroperoksidom). Nakon tretmana sferoidi su
homogenizirani, centrifugirani (10000 g, 10 min) te je u supernatantu odredena razina
ROS koristenjem specificne boje dihidroetidij (DHE). DHE je fluorescentna proba koja u
reakciji sa superoksidnim radikalom prelazi u crveno obojeni fluorescirajuci spoj te je
intenzitet crvene fluorescencije mjera razine superoksidnog radikala. Dobiveni rezultati
statisticki su obradeni (ANOVA i Dunnetov test). 24-satni tretman s BPA u koncentraciji
od 20 uM uzrokovao je znacajan porast ROS (128,5 %) u odnosu na negativnu kontrolu
(100 %, p < 0,05), a slicno je i BPAP u istoj koncentraciji (20 uM) nakon 24-satnog
tretmana doveo do porasta razine ROS (122 %, p < 0,05) u odnosu na negativnu kontrolu.
Dobiveni rezultati pokazuju da BPA i BPAP u ispitivanim koncentracijama i vremenima
izloZenosti dovode do povecane razine ROS u odnosu na negativnu kontrolu.

Zahvala: bilateralni projekt BI-HR/20-21-019

25



PP2
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Bisfenol A (BPA) hormonski je aktivnha supstanca koja ometa normalnu funkciju
endokrinog sustava i na taj nacin remeti zdravlje organizma. Koristi se u proizvodniji
plastike i epoksidnih smola te je zbog Siroke primjene sveprisutan u okolisu. Ljudi su
izloZeni BPA inhalacijom, ingestijom ili preko koZe. Epidemioloske studije utvrdile su
prisustvo BPA u krvi, serumu, urinu i u maj¢inom mlijeku. IzloZzenost BPA povezuje se s
poremecajem funkcija reproduktivnog sustava, pojavom dijabetesa, kardiovaskularnih
bolesti i hormonski ovisnih tumora. Takoder, pokazano je da uzrokuje poremecaje u
diobi kromosoma te, s obzirom da prelazi placentalnu barijeru, poveéava vjerojatnost
pojave Downovog i drugih sindroma. Cilj ovog istraZivanja bio je pratiti utjecaj BPA na
mitotski indeks (M) i sintezu giberelinske kiseline (GA3) na bilinome modelu, obicnom
luku (Allium cepa L.). Ml je mikroskopski parametar kojim se procjenjuje ucestalost
stanica u diobi Sto odraZava utjecaj odredenog spoja na stanicni ciklus i rast biljke. GA3
je biljni hormon koji djeluje na rast biljnih organa u duZinu. Prethodna istraZivanja su
pokazala da BPA uzrokuje morfoloske promjene na korjenci¢ima luka te je pretpostavka
da BPA inhibira GA3 i na taj nacin smanjuje i MI. Korjenci¢i lukovica luka (10 lukovica po
tretmanu) izloZeni su BPA u koncentracijskom rasponu 1-50 mg/L kroz 72 sata. Kao
negativna kontrola koriStena je destilirana voda. Nakon 72 satne izloZenosti po tri
korjenci¢a od svake lukovice stavljena su u fiksativ te su potom pripremljeni mikroskopski
preparati bojenjem s orceinom. Mikroskopski preparati promatrani su pod svjetlosnim
mikroskopom (povecanje 400x), a Ml je odreden brojanjem stanica u svakoj od pojedinih
faza stani¢nog ciklusa na N = 500 stanica po korjenci¢u. Ostatak tkiva korjencica je osusen
te je pripremljen homogenat u fosfatnom puferu (1 : 20). U supernatantu je odredena
koncentracija GA3 pomocu komercijalnog seta (MyBioSource, Inc.) metodom ELISA.
Rezultati su statisticki obradeni (ANOVA, Dunnet test). BPA je ve¢ u koncentraciji 1 mg/L
uzrokovao snizenje Ml (5,7 £ 0,01 %) u odnosu na negativnu kontrolu (7,5 + 0,01 %, p <
0,05). Koncentracija GA3 sniZavala se s poveéanjem koncentracije BPA i nakon tretmana
s 5 mg/L bila znacajno niza u odnosu na kontrolu (174,67 + 55,9 pM vs. 280,23 £ 92,4 pM,
p < 0,05). Iz ovih rezultata je vidljivo da BPA citotoksi¢no djeluje na stanice korjencica
luka smanjujuci ucestalost diobe i razinu GA3.

Zahvala: bilateralni projekt BI-HR/20-21-019
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2-metoksi-1,4-naftokinon (2-MNQ) sekundarni je metabolit biljaka, gljiiva i
mikroorganizama. Zbog utvrdenog antikancerogenog, antimetastatskog te
antimikrobnog ucinka smatra se moguéim potencijalnim spojem za razvoj novih
terapeutika. Stoga je potrebno istraZivati toksi¢nost i mehanizme djelovanja 2-MNQ. Cilj
ovog istraZivanja bio je ispitati utjecaj 2-MNQ na fitotoksi¢nost i parametre oksidacijskog
stresa u klijanaca obicne rotkvice (Raphanus sativus L.). Modelni organizam bio je tri
dana izloZzen razli¢itim koncentracijama 2-MNQ (1-30 pg/mL), destiliranoj vodi
(negativna kontrola) ili 0,02 M otopini CuSO,4 (pozitivna kontrola) u triplikatu. Nakon
trodnevnog izlaganja izvagana je masa svjeZega tkiva te su pripremljeni homogenati
klijanaca tkiva u trikloroctenoj kiselini (200 mg tkiva/mL). U supernatantu homogenata
odredeni su parametri oksidacijskog stresa spektrofotometrijski: glutation (GSH)
pomocu DTNB testa, antocijanini pH diferencijalnom metodom i malondialdehid (MDA)
pomocu TBA testa. Za statisticku obradu rezultata koriStena je jednosmjerna ANOVA i
Dunnettov test (p < 0,05).

Trodnevna izloZzenost 2-MNQ nije dovela do statisticki znacajnog smanjenja mase
klijanaca rotkvice u odnosu na negativnu kontrolu. NiZe koncentracije 2-MNQ (1-20
pg/mL) uzrokovale su statisti¢ki znacajni pad sadrzaja GSH u odnosu na negativnu
kontrolu (p < 0,05), dok je 2-MNQ u koncentraciji od 30 ug/mL doveo do porasta sadrzaja
GSH. To se moZe objasniti potroSnjom zaliha GSH nakon trodnevne izloZenosti nizim
koncentracijama 2-MNQ u svrhu obrane od ROS-ova te de novo sintezom GSH kao
odgovorom na oksidacijski stres nakon izloZenosti visoj koncentraciji 2-MNQ. Znacajnija
promjena sadrZaja antocijanina nakon trodnevne izloZzenosti 2-MNQ u ispitivanom
koncentracijskom rasponu u odnosu na negativnu kontrolu nije zabiljeZzena. Najvisa
koncentracija 2-MNQ (30 pg/mL) uzrokovala je blagi porast sadrZaja MDA u odnosu na
negativnu kontrolu, dok je izloZenost niZim koncentracijama 2-MNQ (1-20 pg/mL)
uzrokovala statisticki znacajan pad sadrzaja MDA. S obzirom da je izloZzenost nizim
koncentracijama 2-MNQ uzrokovala pad sadrZaja i GSH i MDA, a visa koncentracija rast
njihovog sadrZaja, moze se pretpostaviti da je rotkvica koristila GSH kao obrambeni
sustav te se potroSnjom sadrzaja GSH smanjivao i sadrzaj MDA. Iz dobivenih rezultata
moze se zakljuciti da ispitivane koncentracije 2-MNQ (1-30 ug/mL) nisu fitotoksi¢ne za
rotkvicu te da je jedan od mehanizama djelovanja 2-MNQ oksidacijski stres.
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Globalna pandemija COVID-19, koju je uzrokovao patogen SARS-CoV-2, u vise od 2
godine odnijela je 6 200 000 Zivota te zarazila pola milijarde ljudi diljem svijeta. Unatoc
naporima svjetskih zdravstvenih vlasti, broj umrlih od te bolesti se i dalje svakodnevno
biljezi u peteroznamenkastim iznosima. U namjeri da se pandemija okonca, znanstvenici
se intenzivno bave razvojem ucinkovitih antivirusnih lijekova. SARS-CoV-2 3CL proteaza
pokazala se privlacnom metom u razvoju prikladnih inhibitora posjedujuci slicnosti s
dobro istrazenim 3CL proteazama drugih koronavirusa. S obzirom na to da igra klju¢nu
ulogu u generiranju nestrukturnih proteina bitnih za virusnu replikaciju, smatra se jednim
od najbitnijih enzima odgovornih za virulenciju SARS-CoV-2. U prijasnjim istrazivanjima
futalozin se istaknuo kao prikladni kandidat za razvoj inhibitora SARS-CoV-2 3CLpro,
pokazujuci znacajan inhibitorni ucinak, ali i dobre strukturne i ADMET karakteristike
poZeljne kod razvoja lijeka. Vodeéi se navedenim saznanjima u ovom istraZivanju
metodom molekulskog sidrenja ispitivao se inhibitorni u¢inak ukupno 374 molekula,
dizajniranih po uzoru na futalozin te prilagodenih prirodi aminokiselinskih ostataka u
aktivnom mjestu enzima. Rezultati istraZivanja pokazuju da, od svih ispitivanih molekula,
molekula F41.17 posjeduje najbolji inhibitorni ucinak na SARS-CoV-2 3CLpro. Energija
vezanja F41.17 iznosi AGginp = —8,7 kcal mol? Sto je za 1,3 kcal mol? niZze u odnosu na
energiju vezanja futalozina, a osim Sto tvori viSe interakcija s aminokiselinama u
aktivnom mjestu enzima, pokazalo se da posjeduje jednake ili bolje farmakokineticke
znacajke od futalozina. Sve navedene karakteristike molekule F41.17 ¢ine ju kandidatom
vrijednim razmatranja u daljnjem razvoju inhibitora SARS-CoV-2 3CLpro.
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Terapija raka, po ucestalosti drugog uzroCnika smrti u svijetu, zbog nedovoljne
selektivnosti, izraZzene toksicnosti i rezistencije na postojece citostatike, postaje sve veci
izazov. S druge strane, od malarije, zarazne tropske bolesti, godiSnje premine preko 600
000 osoba, a terapija je otezana zbog pojave multirezistentnih parazita roda Plasmodium.
Stoga je potrebno usmijeriti istraZivanja prema pronalasku molekula s novim
mehanizmima djelovanja. Zbog dokazanih antimalarijskih i protutumorskih svojstava
antimalarijskog lijeka artemizinina te B-karbolinskog alkaloida harmina, u ovom je
priopéenju prikazana sinteza njihovih hibrida — harmizinina. Alkin-azid cikloadicijom
kataliziranom Cu(l) (tzv. klik-reakcijom) alkina artemizinina 13 i azida B-karbolina 4, 7 i
12, preko triazolske poveznice, pripravljene su ciljane hibridne molekule 14-16.
Strukture novosintetiziranih spojeva potvrdene su uobicajenim spektrometrijskim i
spektroskopskim metodama (*H i 13C NMR, MS i IR). U daljnjim istraZzivanjima ispitat ce
se njihovo protutumorsko i antimalarijsko djelovanje.

Rad je financiran sredstvima uspostavnog istraZivackog projekta Derivati harmina kao potencijalni
antimalarici (UIP-2017-05-5160) Hrvatske zaklade za znanost.
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Antimikrobna rezistencija (AMR) znacajna je prijetnja zdravstvu i u narednim godinama
mozemo ocekivati vrlo strm rast smrti uzrokovanih AMR-om. S obzirom na to da su
bakterije ve¢ razvile mehanizme rezistencije prema gotovo svim dostupnim skupinama
antibiotika, goruca je potreba za razvojem molekula s novim mehanizmima djelovanja.
Bakterijski SOS odgovor je mehanizam opstanka aktiviran na stresne podraZaje
uzrokovane ostecenjem DNA [1]. Aktivacijom SOS odgovora se povecava ekspresija DNA-
polimeraza niske to¢nosti Sto dovodi do velikog broja mutacija i nastanka rezistentnih
bakterijskih sojeva.

IMP-1700 je molekula koja inhibira enzime sustava popravka DNA u sklopu SOS odgovora
i senzitizira gram-pozitivne bakterije rezistentne na antibiotike koji uzrokuju ostecenje
DNA u nanomolarnim koncentracijama [2]. Cilj ove studije bio je razvoj novih analoga
IMP-1700 poboljsane aktivnosti u gram-negativnim bakterijama proucavanjem odnosa
strukture i djelovanja te unosom u bakterijsku stanicu pomoc¢u mehanizma siderofora.
U sklopu ove studije sintetizirani su novi analozi IMP-1700, VVR031=VVR046, VVR051,
VVRO059, VVR062, VVRO66A, VVR066B, VVR067 i VVR0O68 koji su trenutno u procesu
bioloske evaluacije.

[1] T. Lanyon-Hogg, Targeting the bacterial SOS response for new antimicrobial agents: Drug
targets, molecular mechanisms and inhibitors, Future Med. Chem. 13 (2021) 143-155.

[2] C.S.Q. Lim et al., Identification of a potent small-molecule inhibitor of bacterial DNA repair that
potentiates quinolone antibiotic activity in methicillin-resistant Staphylococcus aureus, Bioorg.
Med. Chem. 27 (2019) 114962.

30



PP7
Unutarstanicna lokalizacija i utjecaj harmicena na stanicni ciklus
tumorskih stanica

Kristina Pavi¢!, Marija Mio¢?, Goran Pojel, Marijeta Kralj?, Zrinka Raji¢!

1 Zavod za farmaceutsku kemiju, Sveuciliste u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Hrvatska
2 Laboratorij za eksperimentalnu terapiju, Zavod za molekularnu medicinu, Institut Ruder Boskovic, Zagreb,
Hrvatska

gpoje@pharma.hr

Rak je drugi vodeci uzrok smrti u svijetu zbog Cega predstavlja globalni javnozdravstveni
problem. U 2020. godini je, prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije,
zabiljeZeno gotovo 20 milijuna novih sluc¢ajeva raka i 10 milijuna rakom uzrokovanih smrti
[1]. 1ako je kemoterapija posljednjih desetljeéa znacajno napredovala, razvoj rezistencije
tumorskih stanica na postojece citostatike smanjuje njenu ucinkovitost [2]. Zbog
prethodnog, razvoj novih protutumorskih lijekova, s novim mehanizmima djelovanja, od
iznimne je vaznosti.

Harmiceni su hibridni spojevi harmina i ferocena, povezani triazolom ili amidnom vezom.
U ovom radu istraZena je njihova unutarstanicna lokalizacija i utjecaj na stanicni ciklus
tumorskih stanica, Sto je povezano s njihovim antiproliferativnim djelovanjem.

Za ispitivanje lokalizacije harmicena u MCF-7 stanicama iskoriSteno je njihovo intrinzi¢no
svojstvo fluorescencije. Za ovaj pokus odabrana su dva harmicena, spoj 1, koji je djelovao
samo na stani¢nu liniju HCT116, i spoj 2, koji je bio citotoksi¢an prema svim ispitivanim
stani¢nim linijama. Spoj 1 je obojio citoplazmu stanica, ali je uzrokovao i tockasta
obojenja unutar stanicne jezgre Sto upucduje na mogucu interakciju s molekulom DNA. S
druge strane, spoj 2 pokazao je drugaciju lokalizaciju unutar stanice — uzrokovao je
bojenje citoplazme, dok fluorescencija jezgre nije bila jasno uocljiva. Nadalje, ispitali smo
utjecaj harmicena 1i 2 na stanicni ciklus. Pokus je proveden na stani¢noj liniji HCT116 pri
dvije koncentracije (3 i 6 uM). Stanice su bile izloZene spojevima tijekom 24, odnosno 48
h, nakon cega je DNA obojena propidij-jodidom, a uzorci analizirani protocnom
citometrijom. Harmicen 1 je pri obje ispitane koncentracije uzrokovao zaustavljanje
stani¢nog ciklusa u G1 fazi ve¢ nakon 24 h. Isti spoj je nakon 48 h uzrokovao zaustavljanje
ciklusa u G2/M fazi $to je u skladu s literaturnim podacima [3]. S druge strane, harmicen
2 je uzrokovao zaustavljanje ciklusa u G1 fazi tek pri viSoj koncentraciji. Ova saznanja
govore u prilog tome da su molekulske mete harmicena 1 i 2 vjerojatno razliCite te ih je
potrebno identificirati u buducim istrazivanjima.

Ovaj rad financiran je sredstvima Hrvatske zaklade za znanost (projekt UIP-2017-05-5160).

[1] https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/cancer

[2] K.O. Alfarouk et al., Resistance to cancer chemotherapy: Failure in drug response from ADME
to P-gp, Cancer Cell Int. 15 (2015) 71.

[3] G.D. Kim, Harmine hydrochloride triggers G2/M cell cycle arrest and apoptosis in HCT116 cells
through ERK and PI3K/AKT/mTOR signaling pathways, Prev. Nutr. Food Sci. 26 (2021) 445-52.
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Samo nevezane molekule prisutne u ciljnom tkivu mogu imati farmakoloske ucinke, stoga
je vezanje lijeka i proteina klju¢no kod tumacenja farmakokinetike lijeka, u ovom slucaju
klindamicina. Najvazniju ulogu u odvijanju ovih procesa imaju humani serumski albumin
(HSA) i alfa-1-kiseli glikoprotein (AGP). AGP vazan je protein plazme uklju¢en u vezanje
mnogih ksenobiotika, a posebno bazi¢nih spojeva. AGP ima neka jedinstvena svojstva
vezanja lijeka koja se razlikuju od svojstava albumina. Na primjer, koncentracija AGP u
plazmi je relativno niska i postoji samo jedno mjesto vezanja lijeka u svakoj molekuli AGP,
dok je HSA protein visoke koncentracije i s ve¢im brojem veznih mjesta. Koli¢ina HSA u
krvi, raznolikost njegovih aminokiselina i njihov raspored u proteinu odreduje vezivanje
lijekova. Koncentracija i metabolizam raznih lijekova moze biti znacajno izmijenjena zbog
vezanja na HSA. Linkozamidni antibiotik koristen u ovom istraZivanju je klindamcin (CL).
CL pripada skupini bazi¢nih lijekova, stoga se primarno veZe na AGP, a njegovo vezanje
dosta ovisi o koncentraciji i kre¢e se od 78-94 %. Izotermalna titracijska kalorimetrija
(ITC) je pristup koji se najcesce koristi za istrazivanje biomolekularnih interakcija. Mjeri
unosenje ili oslobadanje topline. ITC eksperiment temelji se na uzastopnom dodavanju
lijeka u otopinu proteina u reakcijskoj celiji. Svaki dodatak liganda uzorku proteina dovodi
do stvaranja kompleksa ligand-protein, u skladu s afinitetom vezanja koji se moze
procijeniti pracenjem otpustanja topline. Cilj ovog istraZivanja bio je utvrditi
termodinamiku vezanja CL na HSA i AGP te uociti razlike u vezanju. Na temelju
provedenih mjerenja CL je pokazao za oko 50 % vedi afinitet vezanja prema AGP-u u
odnosu na HSA Sto je i potvrdeno dobivenim velikim razlikama u entalpiji i entropiji
vezanja ovih procesa gdje je promjena entalpije kod procesa vezanja CL i HSA bila
pozitivna, rezultiraju¢i endotermnom reakcijom, dok je promjena kod vezanja
klindamicina i AGP bila negativna, Sto Cini reakciju egzotermnom. Nadalje, obzirom da je
entropija vezanja negativnija prilikom vezanja CL na HSA, reakcija je entropijski
favorizirana, za razliku od AGP-a gdje je reakcija i entalpijski i entropijski favorizirana,
¢inedi ju spontanom pri svim temperaturama. Promjena Gibbsove energije u oba pokusa
je negativna.

32



PP9
Ispitivanje mehanizma interakcije imipramina s humanim serumskim
albuminom u ovisnosti o temperaturi i prisutnosti glukoze

Kristina Planini¢, Dina PlatuZi¢, Robert Kerep, Mario Gabricevi¢

Zavod za opcu i anorgansku kemiju, Sveuciliste u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Hrvatska

kplaninic7@gmail.com

Interakcije izmedu lijeka i proteina krvne plazme utjeCu na funkciju lijeka u tijelu,
ukljuéujuéi njegov transport, raspodjelu, metabolizam i ekskreciju. Humani serumski
albumin (HSA) najzastupljeniji je protein u ljudskoj plazmi s koncentracijom u zdravih
ljudi 500-750 pM (35-50 g/L) te Cini otprilike 60 % mase svih proteina u plazmi. Mnogi
se lijekovi veZu za jedno od dva glavna vezna mjesta smjeStena u poddomenama IIA i [lIA
(Sudlowljeva mjesta i ll), s time da se viSe spojeva veze u poddomeni IIA. Molekularni
mehanizam i termodinamicka svojstva interakcija izmedu imipramina i HSA ispitani su in
vitro upotrebom UV-Vis spektrofotometrije. Mehanizmi vezanja ovise o parametrima
poput temperature, pH, prisutnosti endogenih ili egzogenih liganada poput glukoze,
hormona, metalnih iona i sl. U ovom smo radu proucavali vezanje lijeka imipramina,
pripadnika skupine triciklickih antidepresiva, na HSA pri razli¢itim temperaturama i
koncentracijama glukoze u plazmi. Prividna makroskopska konstanta vezanja imipramina
i HSA iznosi 7,06 + 0.963 uM-1 pri 37 °C, dok preliminarni rezultati ukazuju na smanjeno
vezanje imipramina na HSA uslijed povecéanja temperature od 25 °C do 42 °C, a dobiveni
termodinamicki parametri temeljem Van't Hoffovog dijagrama upucuju da je rije¢ o
egzotermnoj i spontanoj reakciji koja se odvija primarno putem vodikovih veza i
elektrostatskih interakcija. Provedenim spektrofotometrijskim mjerenjem pri 37 °C
uoceno je da glukoza ne utjece znacajno na vezanje lijeka i proteina. Ucinkovitost terapije
uvjetovana koncentracijom slobodnog imipramina u plazmi ovisna je o interakciji s HSA
pod utjecajem temperature, gdje je konstanta vezanja pri 25 °C za 3,79 puta veca u
odnosu na konstantu vezanja pri 42 °C.
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Bolest suhog oka bolest je povrsine oka, koja je u danasnje vrijeme Cesta pojava [1]. Kapi
za oko tehnoloskog oblika kationskih nanoemulzija (NE) stupaju u kontakt s mucinima na
povrsini oka nakon primjene, ¢ime je omoguceno njihovo produljeno zadrzavanje [2, 3].
Takoder, NE omoguc¢uju nadoknadu vodene, lipidne i mucinske komponente suznog
filma, Sto ih Cini iznimno prikladnim sustavima za ublaZavanje simptoma bolesti suhog
oka [3].

U sklopu ovog rada uspjesno su pripravljene razli¢éite NE koje sadrie 2,5 % (m/m)
polusintetske smjese srednjelancanih triglicerida, 0,05 % (m/m) lecitina, 0,25 % (m/m)
makrogolglicerol ricinoleata 35, 0-0,05 % (m/m) mukoadhezivnog polimera kitozana
(niske molekulske mase ili oligomera), 2,5 % (m/m) glicerola za izotonizaciju NE i
procis¢enu vodu do 100 % (m/m). Pripravljenim formulacijama ispitana su fizicko-
kemijska svojstva: prosje¢na veli€ina, raspodjela veli¢ina te zeta-potencijal kapljica
unutarnje faze. Takoder, ispitano je svojstvo mukoadhezivnosti formulacija nakon
mijesanja s disperzijom mucina pomocu dviju in vitro metoda: reoloskom metodom te
odredivanjem veliCine kapljica, raspodjele veli¢ina kapljica i zeta-potencijala
nanoemulzija.

Na temelju provedenih ispitivanja kao formulacija s potencijalom za daljnji razvoj
istaknula se sekundarna kationska NE s oligomerom kitozana, pripravljena dodavanjem
otopine oligomera kitozana u smjesu prije priprave nanoemulzije procesom
mikrofluidizacije.

Ovaj rad sufinancirala je Hrvatska zaklada za znanost projektom BeatDED (IP-2019-04-2174) i
Europski fond za regionalni razvoj projektom Farminova (KK.01.1.1.02.0021).

[1] P.A. Rouen, M.L. White, Dry eye disease: Prevalence, assessment, and management, Home
Healthc. Now 36 (2018) 74-83.

[2] P. Daull et al., Cationic emulsion-based artificial tears as a mimic of functional healthy tear film
for restoration of ocular surface homeostasis in dry eye disease, J. Ocul. Pharmacol. Ther. 36
(2020) 355-365.

[3] B. Jurisi¢ Dukovski, Razvoj funkcionalnih kationskih nanoemulzija za lije¢enje bolesti suhog oka,
Doktorski rad, SveuciliSte u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijski fakultet, 2021.
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Melatonin je neurohormon koji se primjenjuje u regulaciji cirkadijanog ritma, a u novije
vrijeme istrazuje se njegova uloga u lije¢enju pacijenata s ozbiljnijim simptomima bolesti
COVID-19 [1]. Nazalna primjena pruza mogucnost jednostavne, izravne i brze dostave
lijeka u sredisnji Ziv€ani sustav. S ciljem poboljsanja ucinkovitosti nazalno primijenjenog
lijeka, razvijaju se nanosuspenzije kao inovativni farmaceutski oblici poboljSanih
mukoadhezivnih svojstava, povecane topljivosti i (volumenom kontrolirane) brzine
otapanja lipofilnih lijekova [2].

U ovom istraZzivanju pripravljene su nanosuspenzije melatonina metodom vlaznog
mljevenja. Za mljevenje su koristene kuglice od cirkonijevog oksida stabiliziranog itrijem
promjera 0,1 mm, 0,2 mm i 0,4-0,6 mm. Kao povrsinski aktivna tvar koristen je polisorbat
80 pri konstantnoj koncentraciji od 2,86 mg/mL. Nanosuspenzije su pripravljene od
melatonina i polisorbata u masenom omjeru 2 : 1, 1 : 1 i 1 : 2. Veli¢ina dobivenih
nanokristala i indeks polidisperznosti (PDI) odredeni su metodom fotonske korelacijske
spektroskopije odmah nakon priprave nanosuspenzija i tijekom 14 dana skladistenja pri
4°C.

Metoda vlaZznog mljevenja uspjeSno je primijenjena za pripravu nanosuspenzija
melatonina. Veli¢ina Cestica bila je u rasponu od 172,2 + 1,0 nm do 344,2 + 2,8 nm, dok
je PDI bio u rasponu od 0,126 + 0,016 do 0,177 + 0,029. Kod formulacija s masenim
omjerom melatonina i polisorbata 80 od 2 : 1i1 : 1 primijecen je rast nanokristala, dok
su velic¢ina Cestica i PDI nanosuspenzije pripravljene pri masenom omjeru melatonina i
polisorbata 80 od 1 : 2 ostali nepromijenjeni tijekom 14 dana skladistenja pri 4 °C.
Utvrdena je prikladnost metode vlaznog mljevenja za pripravu nanosuspenzije
melatonina s polisorbatom 80 kao surfaktantom u masenom omjeru 1 : 2. Dobiveni
rezultati pruzaju temelj za daljnji razvoj nanosustava melatonina za nazalnu primjenu.

Ovaj rad sufinancirala je Hrvatska zaklada za znanost projektom UIP-2017-05-4592.

[1] K.M. Cross et al., Melatonin for the early treatment of COVID-19: A narrative review of current
evidence and possible efficacy, Endocr. Pract. 27 (2021) 850—-855.

[2] A. Alshweiat et al., Nasal delivery of nanosuspension-based mucoadhesive formulation with
improved bioavailability of loratadine: Preparation, characterization, and in vivo evaluation, Int. J.
Pharm. 579 (2020) 119166.
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Oftalmicke nanoemulzije (NE) predstavljaju inovativni pristup lije¢enju bolesti suhog oka.
SloZen su farmaceutski oblik koji ¢ine kapljice ulja nanometarske veli¢ine rasprsene u
vodenoj fazi i stabilizirane povrsinski aktivnim tvarima (PAT). S obzirom na sloZzenost NE
te sloZenost i dinamiku povrsine oka, dostupnost biorelevantnih in vitro alata,
konstruiranih na temelju kljuc¢nih fizioloskih i anatomskih aspekata povrsine oka, osobito
je vaZna za uspjeSan razvoj oftalmickih NE. Cilj ovog istraZivanja bio je razviti
biorelevantnu in vitro metodu za predvidanje stabilnosti NE nakon primjene, a koja
ukljuéuje najvaznije fizioloske aspekte povrsine oka, tj. treptanje i dinamiku izmjene
suznog filma. U tu svrhu ispitano je pet razli¢itih NE, od kojih jedna komercijalno
dostupna (Cationorm®). Pripravljena je umjetna suzna tekucina (engl. artificial tear
solution, ATS), koja sadrzi soli, glukozu, ureu, lipide i proteine, koji su fizioloski prisutni u
suznom filmu. NE su u inkubatoru (pri 34 °Ci 50 okretaja u minuti) razrijedene ATS-om u
volumnom omijeru 25 : 7 (omjer volumena kapi za oko i volumena suznog filma) te je kroz
40 minuta svake minute uklonjeno 16 % volumena smjese NE i ATS-a i nadopunjeno
svjezim ATS-om, kako bi se simulirala in vivo izmjena suzne tekucine. U predodredenim
vremenskim tockama izmjerena je veliCina kapljica ulja i indeks polidisperznosti
metodom fotonske korelacijske spektroskopije. Nadalje, za odabrane NE koristen je i
reoloski test koji simulira utjecaj treptanja na formulaciju. NE su prije podvrgavanja
visokom gradijentu brzine smicanja razrijedene ATS-om u omjeru 25 : 7 (v/v). Ciklus
simuliranog treptanja, s pauzom izmedu dvaju treptaja, ponovljen je 10 puta pri
temperaturi povrsine oka (34 °C). Rezultati ispitivanja jasno pokazuju razliku u stabilnosti
ispitanih NE na osnovu promjene prosjecne veli¢ine kapljica uljne faze i indeksa
polidisperznosti.

PredloZena metoda predstavlja vrijedan doprinos razvoju biorelevantnih in vitro alata za
pouzdan te vremenski i financijski isplativ razvoj inovativnih i generickih oftalmickih
proizvoda.

Ovaj rad sufinancirala je Hrvatska zaklada za znanost projektom IP-2019-04-2174.
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Pocetak pandemije COVID-19 i povedano noSenje maski u svrhu zastite od virusa
potaknuli su pitanje zastitnog utjecaja maski kod inhalacije razli¢itih aerogenih Cestica
koje mogu Stetno utjecati na zdravlje ljudi. Obzirom na Siroku rasprostranjenost,
javnozdravstveni i ekonomski znacaj, plijesni svakako predstavljaju dio zra¢nog
ekosustava koji je vazno istraZivati.

Stoga smo u ovome radu ispitali propusnost pamucne maske, kirurske maske, FFP2 i FFP3
maske za plijesni u unutarnjem i u vanjskom zraku upotrebom uredaja za uzorkovanje
zraka i odgovarajucih hranjivih podloga. Rezultati kvantitativne analize su pokazali kako
u oba sluc¢aja FFP2 maska najbolja zadrZava vijabilne cestice plijesni u skladu sa
deklariranim propisom i certifikatom s obzirom na utvrdenu razinu zadrZavanja vijabilnih
Cestica plijesni od 93—95 %. lako bi zastitna respirator-maska tipa FFP3 maska trebala jos
u vecoj mjeri zadrZavati mikocestice, u ovom istraZivanju pokazana je do 11 % niza
ucinkovitost u odnosu na certificirani postotak filtracije od 99 %. Kirurska maska pokazala
je 3080 % slabiju ucinkovitost u zadriavanju vijabilnih cestica plijesni, medutim
zanimljivo je da revers kirurSke maske zadrZava ¢ak 89 % vijabilnih Eestica plijesni. Ovakvi
rezultati u skladu su s preporukom nosenja kirurske maske radi smanjenja Sirenja
potencijalno infektivhog aerosola. Pamucna maska nije imala znacajnijeg utjecaja na
zadrZavanje aerogenih plijesni stoga je njezina uloga u zastiti ljudi od Stetnog utjecaja
plijesni upitna.

Kvalitativna analiza mikromorfologije i makroskopskih obiljeZja poraslih kolonija plijesni
pokazala je najvec¢u zastupljenost plijesni iz rodova Cladosporium, Aspergillus i
Penicillium. Dok pamucna i kirurSka maska sli¢no filtriraju razlic¢ite rodove plijesni, FFP2 i
FFP3 maska propustale su samo plijesni iz roda Cladosporium. Za preciznu interpretaciju
rezultata ovoga rada trebalo bi provesti istraZivanje validiranim postupkom upotrebom
sterilnih filtera prikladnijih za uredaj za uzorkovanje zraka, a da po svojim svojstvima
odgovaraju kirurskoj, FFP2 i FFP3 maski. Metoda istraZivanja moZe se i optimizirati za
ispitivanje novih materijala sa svojstvima ucinkovitijeg zadrZavanja infektivnih i/ili
alergenih cCestica plijesni te bi kao takvi pruZili u¢inkovitiju zastitu ciljnim skupinama
pacijenata.
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Upalne bolesti crijeva (engl. Inflammatory Bowel Disease, I1BD), Crohnova bolest i
ulcerozni kolitis, spadaju u kroni¢ne i progresivne bolesti. Etiologija im nije u potpunosti
razjasnjena, a smatra se da ukljucuje kombinaciju genskih i okolisnih ¢imbenika sto
dovodi do neravnoteze izmedu proupalnih i protuupalnih citokina u gastrointestinalnom
traktu. Tijekom posljednjeg desetljeca bioloska terapija u potpunosti je izmijenila
strategiju lijecenja. Ipak, 30 % bolesnika ne odgovori na biolosku terapiju, a ¢ak kod 40 %
onih koji su inicijalno odgovorili, terapija izgubi djelotvornost. Upravo za ove bolesnike
postoji potreba za razvojem novih lijekova s drugacijim mehanizmima djelovanja.
Modulatori sfingozin-1-fosfat (S1P) receptora predstavljaju novu generaciju lijekova koji
Cine prekretnicu u lijeCenju bolesnika s upalnim bolestima crijeva. U 2021. godini
Agencija za hranu i lijekove Sjedinjenih Americkih Drzava i Europska agencija za lijekove
su odobrili ozanimod kao prvi selektivni modulator S1P; i S1Ps izoformi receptora, dok
etrasimod predstavlja drugu generaciju modulatora S1P receptora koji trenutno prolazi
kroz fazu Ill. klini¢kih ispitivanja. Kako bi ovaj lijek nasao svoje mjesto u terapiji upalnih
bolesti crijeva potreban je promisljen i sveobuhvatan pristup razvoju ucinkovitog i
sigurnog farmaceutskog proizvoda s ciljanom dostavom aktivne farmaceutske tvari u
podrucje upale.

Za ispitivanje kompatibilnosti etrasimoda i 130 pomoc¢nih tvari koristena je platforma
PharmDE. CACD (engl. Computer Assisted Compatibility Design) pristup pokazao je kako
etrasimod nije kompatibilan s pomo¢nim tvarima koje u strukturi sadrze hidroksilne
skupine.
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Abemaciklib, ribociklib, palbociklib, anastrozol, letrozol i fulvestrant imaju vaznu ulogu u
lijeCenju raka dojke. S obzirom da postoji varijabilnost odgovora na terapiju od pacijenta
do pacijenta, terapijsko praéenje navedenih lijekova moglo bi uvelike poboljsati ishode
terapije uz smanjenije rizika pojave nuspojava ili toksi¢nih ucinaka. Za uspjesno terapijsko
pracenje lijekova vrlo je vazno postojanje bioanaliticke metode koja ukljucuje i pripremu
uzorka. U bioloskim uzorcima se lijekovi ¢esto nalaze u malim koncentracijama (od ng/mL
pa ¢ak i do pg/mL), uz prisutnost sloZzene matrice koja dodatno otezava njihovu detekciju
stoga je priprema uzorka, kao Sto je ekstrakcija ¢vrstom fazom (SPE), neophodan korak
za osiguravanje odgovarajuce osjetljivosti, selektivnosti i ponovljivosti analiticke metode.
U ovom su radu u svrhu razvoja metode ekstrakcije ¢vrstom fazom koriSteni komercijalno
dostupni sorbensi pri ¢emu se za svaku vrstu sorbensa ispitala najbolja kombinacija
otapala te utjecaj razli¢itih nacina pripreme uzorka krvne plazme. Ucinkovitost
ekstrakcije kvantitativno je odredena tekudinskom kromatografijom ultra visoke
djelotvornosti uz spektrometar masa kao detektor. Najbolja iskoriStenja za sve
citostatike ostvarena su na C8 koloni (iznad 92,32 %) iza ¢ega slijedi postupak na HLB
(engl. hyrophilic-lipophilic balance) koloni. Na temelju dobivenih rezultata preliminarnog
ispitivanja na komercijalno dostupnim sorbensima ciljano su pripremljeni polimerni
sorbensi s otiskom molekule fulvestranta jer su za njega dobivena najlosija iskoristenja
ekstrakcije u svim ispitivanjima. Pritom se primijenio postupak koristen na HLB koloni
(eluiranje s 2 %-tnom mravljom kiselinom u metanolu nakon cega slijedi Cisti metanol)
jer se primijetilo da kod tog postupka postoji prostor za napredak vezano uz iskoristenje
fulvestranta (74,96 %).

Sorbens pripremljen s funkcionalnim monomerom 2-hidroksietil metakrilatom (HEMA)
pokazao se najpovoljnijim za ekstrakciju fulvestranta. Ispitano je i koriStenje serijski
vezanih sorbensa MIP-HEMA-HLB gdje su bolja iskoriStenja dobivena u slucaju gdje se
polimerni sorbens MIP-HEMA nalazi iznad HLB sorbensa. Oba pripremljena sorbensa,
MIP-HEMA i MIP-HEMA serijski vezan s komercijalnim sorbensom, su dobri specificni
sorbensi za izolaciju fulvestranta iz uzorka krvne plazme.

Rad je financiran sredstvima projekta UIP-2019-04-8461 Hrvatske zaklade za znanost.
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Egzosomi su izvanstanicne vezikule promjera 30—150 nm, bogate proteinima, RNA i DNA
molekulama. Njihov sadrZaj specifican je za tkivo od kojega potjeCu zbog Cega su
prikladni za molekularno profiliranje tumora.

Cilj ovog istraZivanja bio je ispitati prinos egzosoma ovisno o vrsti epruvete za vadenje
krvi i metodi izolacije egzosoma iz plazme.

Plazma je dobivena centrifugiranjem pune krvi izvadene u K2EDTA (Greiner Bio-One,
Austrija) i CellSave Preservative Tubes (Menarini Silicon Biosystems, SAD) epruvete.
Izolacija je provedena koristenjem dva komercijalna kompleta — miRCURY Exosome
Serum / Plasma Kit (Qiagen, Njemacka) iz 600 uL plazme i Invitrogen Total Exosome
Isolation Kit (from plasma) (ThermoFisher Scientific, SAD) iz 1200 uL plazme. Veli¢ina i
brojcana koncentracija egzosoma izmjereni su metodom dinamic¢kog rasprienja
svjetlosti na uredaju Zetasizer Ultra (Malvern Pananalytical, UK). Western blot metoda
koristena je za konacno dokazivanje prisutnosti egzosoma u izolatu koristenjem misjih
monoklonskih protutijela na egzosomski biljeg CD9 te ispitivanje prikladnosti uzorka
egzosoma za daljnje analize dokazivanjem odsutnosti kalneksina (biljega
endoplazmatskog retikula).

Ilzmjerena koncentracija i veliCina egzosoma nisu se znacajno razlikovale ovisno o
koristenoj epruveti te su obje prikladne za izolaciju egzosoma. lzmjerena veli¢ina
egzosoma bila je u o¢ekivanom nanometarskom rasponu. Primijecena je znacajna razlika
u veli¢ini egzosoma ovisno o koristenom kompletu za izolaciju te su tako
ThermoFisherovom metodom izolacije dobiveni veéi egzosomi nego Qiagenovom
metodom. lako se pocetni volumeni plazme za izolaciju razlikuju, Qiagenovom metodom
se iz upola manjeg pocetnog volumena dobiva gotovo 100 puta veéa koncentracija
egzosoma nego ThermoFisherovom metodom. Daljnjim analizama Western blotom u
nereducirajué¢im uvjetima dokazana je prisutnost CD9 u uzorcima egzosoma izoliranima
Qiagenovim kompletom. Izostankom karakteristicne vrpce za kalneksin dokazana je
odsutnost endoplazmatskog retikula i prikladnost uzoraka egzosoma za daljnje analize
proteina i RNA molekula.

Sveukupni rezultati veli¢ine i koncentracije egzosoma te vizualnim ocitanjem koli¢ine
proteina na gelu za SDS-PAGE razvidno je da Qiagenov komplet daje bolji prinos
egzosoma od ThermoFisherovog kompleta te da izbor vrste epruvete (K2EDTA ili CellSave
Preservative Tubes) ne utjece na rezultat.

Ovaj je rad sufinancirala Hrvatska zaklada za znanost projektom IP-2019-04-4624.
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Bioloska varijabilnost je prirodna fluktuacija analita oko homeostatske tocke koja
pridonosi nesigurnosti kod interpretacije dobivenih rezultata. Varijacije analita kod
odredenog pojedinca oko homeostatske tocke nazivamo intraindividualna bioloska
varijabilnosti a variranje homeostatskih toc¢aka pojedinaca u grupi referentnih osoba oko
prosjecne vrijednosti istog analita nazivamo interindividualna bioloSka varijabilnost.
Specifikacije sastavnica bioloske varijabilnosti uvelike se primjenjuju u svakodnevnoj
laboratorijskoj praksi. One pridonose definiranju analitickih ciljeva kvalitete, odabiru
odgovarajuéeg uzorka za analizu, odgovarajucih jedinica za izraZzavanje rezultata te
najprikladnijeg nacina interpretacije nalaza ovisno o indeksima individualnosti za
pojedini analit, a mogu pridonijeti i odabiru najpogodnijeg analita za otkrivanje ili
pracenje odredenog poremecaja. Pregledom literature ustanovljeno je da nema nikakvih
spoznaja o bioloskoj varijabilnosti inhibina B i androstendiona izmedu ciklusa kod Zena
reproduktivne dobi, dok su podaci za anti-Millerov hormon (AMH) uistinu ogranicavajuci.
Cilj ovoga istrazivanja bio je odrediti sastavnice bioloske varijabilnosti za pretrage AMH,
inhibin B i androstendion.

U istraZivanju je sudjelovalo 40 Zena reproduktivne dobi, u rasponu od 19 do 42 godine.
Uzorci su uzeti u tri uzastopna menstruacijska ciklusa, na drugi ili treéi dan ciklusa.
Utvrdene su vrijednosti ukupne varijabilnosti (CVr), analiticke varijacije (CVa),
intraindividualne varijabilnosti (CV|) te interindividualne varijabilnosti (CVg) za svaku
pretragu.

Za AMH su dobiveni sljedeci rezultati: CVr od 16,0 %, CVa od 4,6 %, CV, od 15,3 % te CVg
od 67,7 %. Za androstendion je dobiven CVr od 18,1 %, CVa od 2,1 %, CV, od 17,9 % te
CV; od 41,2 %. Za inhibin B dobiven je CVr od 34,5 %, CVa od 26,1 %, CV, od 33,1 % te
CVg 0d 42,4 %.

Zakljuéno, za pretrage AMH i androstendion utvrdeno je da bioloSka varijabilnost vise
doprinosi promjenjivosti rezultata od analiticke varijacije Sto treba uzeti u obzir pri
tumacenju rezultata. Za pretragu inhibina B ukupna analiti¢ka varijacija manja je od
ukupne intraindividualne varijabilnosti, no kod nekih ispitanica analiticka varijacija je
nadilazila intraindividualnu sastavnicu, stoga pretraga nije zadovoljila minimalne
specifikacije kvalitete za nepreciznost. Rezultati dobiveni ovim istraZivanjem uvelike
pomazu u odgovoru na pitanje koliki je opseg varijacije ispitivanih analita te kako ona
utjece na interpretaciju nalaza od strane lije¢nika.
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Pretilost se smatra jednom od najceséih bolesti modernog drustva s kompleksnom
etiologijom koja se razvija zbog neuravnotezenog unosa i potrosnje energije pri cemu je
dominacija na strani unosa. Pretilost uzrokuje brojne komplikacije vezane uz razne
organske sustave. Vitamin B12 klju¢an je u eritropoezi, procesu metilacije te je kofaktor
raznih enzima. Od 80 do 94 % ukupnog kobalamina vezano je za haptokorin i taj dio ¢ini
neaktivnu frakciju, dok je ostatak vezan za aktivni oblik, holotranskobalamin. Deficit
vitamina B12 mozZe dovesti do hematoloskih abnormalnosti te demijelinizacije sredisnjeg
Ziv€anog sustava, zbog Cega je deficit vazno uociti na vrijeme. Koncentracija kobalamina
unutar referentnog intervala ne mora znaciti adekvatan status vitamina B12 zbog ¢ega
on ne predstavlja dobar marker deficita vitamina B12. Holotranskobalamin kao aktivni
oblik vitamina B12 predstavlja bolji izbor kao marker deficijencije. Za utvrdivanje deficita
vitamina B12 moZe se koristiti i mjerenje vrijednosti metilmalonske kiseline (MMA) te
homocisteina (Hcy) pri ¢emu povisene vrijednosti MMA i Hcy mogu ukazivati na
deficijenciju kobalamina.

Cilj ovog istraZivanja bio je ispitati postoji li statisticki znacajna razlika u koncentracijama
kobalamina i holotranskobalamina kod pretilih ispitanika (ITM > 25 kg/m2) u usporedbi s
ispitanicima normalne tjelesne mase.

IstraZivanje je provedeno u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Zagreb
na 195 ispitanika od cega je 103 normalne tjelesne mase, a 92 pretilo. Koncentracije
analita odredene su kemiluminiscentnom imunokemijskom metodom s mikrocesticama
(CMIA) na analizatoru Abbott Alinity za kobalamin, a za holotranskobalamin na
analizatoru Architect takoder CMIA metodom. Utvrdivanje statisticki znacajnih razlika
ispitano je Mann-Whitney testom.

Rezultati su pokazali statisticki znac¢ajno nizu koncentraciju kobalamina kod pretilih
ispitanika u usporedbi s ispitanicima normalne tjelesne mase (538 vs. 651 pmol/L, p <
0,0001). Medijan izmjerenih koncentracija nije ispod preporucene cut-off vrijednosti
(150 pmol/L). lako je kod pretilih ispitanika izmjerena niZa koncentracija
holotranskobalamina, nije pronadena statisticki znacajna razlika izmedu skupina (94,7 vs.
99,4 pmol/L, p = 0,3253). Ogranicavajuéi faktor ovog istraZivanja jest Cinjenica da kod
ispitanika nisu odredivane vrijednosti MMA i Hcy koji su bolji pokazatelji statusa vitamina
B12 od vrijednosti kobalamina i holotranskobalamina.
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U laboratorijskoj dijagnostici odredivanje fekalne elastaze omogucuje procjenu funkcije
gusterace. Dijagnosticki sluzi u procjeni egzokrine funkcije gusterace, pracenju tijeka
kroni¢nog pankreatitisa i cistiCne fibroze te je upravo zato izuzetno vazno da je
laboratorijski rezultat prikladan za precizno i to¢no odredivanje koncentracije.

Cilj ove studije ispitati je imunoturbidimetrijski test za fekalnu elastazu (fPELA)
(BUHLMANN Laboratories AG, Schénenbuch, Svicarska) na Beckman Coulter AU 5800
analizatoru (Beckman Coulter, Brea, SAD).

Preciznost metode procijenjena je prema CLSI EP15 A2: User Verification of Performance
for Precision and Trueness; Approved Guideline—Second Edition. Za procjenu
preciznosti testirane su dvije koncentracijske razine komercijalnog kontrolnog materijala
(BUHLMANN fPELA® turbo Control Kit): 150 (120-180) pg/g za kontrolu1 i 400 (320-480)
pg/g za kontrolu2. Kontrole su testirane u triplikatu kroz pet dana. Istinitost je izracunata
iz odstupanja mjerenja navedenih kontrolnih materijala od ciljne vrijednosti.
Verifikacijskim postupkom dobiveni su podaci za profil preciznosti ukljucujudi
ponovljivost od CV 2,40 % 3,23 % i unutar laboratorijsku preciznost od CV 2,46 %i 3,61 %,
za kontrolul i kontrolu2. Prosjecni BIAS bio je 1,90 %.

Rezultati su pokazali zadovoljavajuéu preciznost prema kriterijima proizvodaca. S
obzirom da u trenutku verifikacije test nije uklju¢en u organiziranu vanjsku kontrolu
kvalitete rada, preciznost je glavna karakteristika kojom je definirana metoda. Stoga je
provedena verifikacija potvrdila da se BUHLMANN fPELA test za fekalnu elastazu moze
koristiti za rutinsko odredivanje.
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Cilj ovog istraZivanja bio je odrediti antioksidativni i antiproliferativni potencijal
mediteranskih biljaka: Pinus halepensis, Pinus pinea, Pinus brutia, Chichorium intybus,
Artemisia annua i Anacyclus clavatus, koje se tradicionalno koriste u medicinske svrhe.
Hidrolati su izolirani iz osusenih biljaka mikrovalnom esktrakcijom. Antioksidativna
svojstva hidrolata biljaka odredena su koriste¢i DPPH metodu s troloksom kao
referentnim spojem. Antiproliferativna aktivnost hidrolata biljaka ispitivana je na
stani¢noj liniji HepG2 koriste¢i MTS metodu. Nakon toga odredena je ekspresija
apoptotickog gena BCL2 koristeéi lanCanu reakciju polimeraze u stvarnom vremenu
nakon $to su stanice bile izloZene dvjema razli¢itim koncentracijama hidrolata (40 % i 20 %
(v/v)) kroz 24 sata. Svi hidrolati, uz iznimku hidrolata biljke Artemisia annua, pokazali su
antioksidativni ucinak u usporedbi s troloksom. Anacyclus clavatus, Pinus halepensis i
Pinus pinea imali su blagi proliferativni ucinak na HepG2, za razliku od Pinus brutia ciji je
hidrolat bio citotoksi¢an. Ekspresija BCL2 gena znacajno je smanjena nakon tretiranja
stanica s 40 %-tnim hidrolatima biljaka Artemisia annua, Anacyclus clavatus, Pinus brutia
i Pinus halepensis, dok je hidrolat biljke Pinus pinea smanjio ekspresiju BCL2 gena kod
tretiranih stanica u obje testirane koncentracije. Snizena koncentracija BCL2 gena moZe
znaditi da hidrolati imaju proapoptoti¢ku aktivnost. Moze se zakljuciti da se neke od
ispitanih biljaka mogu koristiti kao potencijalni antioksidativni i antitumorski lijekovi, ali
njihov ucinak na ljudsko zdravlje trebao bi se dodatno istraziti u buducnosti.

Ovaj rad je izvorno prezentiran na HDBMB22 Kongresu Hrvatskog drustva za biokemiju i
molekularnu biologiju koji je odrZan od 28. 9. do 1. 10. 2022. u Brelima, Hrvatska.
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Tekuca biopsija omogucava nov neinvazivan pristup u molekularnom profiliranju tumora
ukljuéujudi kolorektalni karcinom (CRC). Cirkulirajué¢a tumorska DNA (ctDNA) jedan je od
obecavajucih biomarkera za probir, pra¢enje odgovora na terapiju, procjenu progresije i
ishoda bolesti. Kako je rukovanje uzorcima tekuce biopsije zahtjevno, a nije
standardizirano, prikazana je optimizacija metode za genotipizaciju JAK2 V617F u
uzorcima ctDNA dobivenih teku¢om biopsijom pacijenata s CRC-om.

U sklopu projekta HRZZ IP-2019-04-4624 prikupljena je periferna venska krv u epruvete
CellSave (Menarini Silicon Biosistems) pri +4 °C od 25 pacijenata s CRC te je isti dan
odvojena plazma i pohranjena na —20 °C. ctDNA je izdvojena u duplikatu iz 1-1,5 mL
plazme pomocu kompleta QlAamp ccfDNA/RNA Kit (Qiagen). Koncentracije ctDNA
odredene su fluorimetrijski pomocu uredaja DS-11 FX (DeNovix) i reagensa Qubit dsDNA
HS Assay (Thermo Fisher Scientific). Genotipizacija JAK2 V617F u uzorcima ctDNA
provedena je na uredaju 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) metodom
alelne diskriminacije nakon lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (qPCR)
uz komplet pocetnica i sondi TagMan Digital PCR Liquid Biopsy Assay (Applied
Biosystems) i uz dva isprobana reagensa za umnazanje TagMan Genotyping PCR Master
Mix i TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). Kao kontrolni uzorci
koristeni su uzorci genomske DNA iz leukocita genotipizirani akreditiranom metodom.
Utvrdene su koncentracije ctDNA u rasponu od 0,002 do 0,993 ng/uL. Podetno ispitivanje
umnazanja i uspjesnosti genotipizacije dalo je zadovoljavajuée rezultate za kontrolne
uzorke; vidljivo je umnazanje do 30. ciklusa, a oc¢ekivana diskriminacija alela nakon 40
ciklusa umnazanja bez obzira na koriSteni reagens. Za uzorke ctDNA nije dobiveno
uspjeSno umnazanje pa je ono nastavljeno tijekom jos 20 ciklusa. Nakon 60 ciklusa
umnazanja uspjesno je ocitan rezultat genotipizacije u uzorcima ctDNA umnoZenih
pomoc¢u TagMan Universal PCR Master Mix-a, dok reagens TagMan Genotyping PCR
Master Mix i dalje nije dao zadovoljavaju¢e umnaZanje.

Opisanom metodom uspjesno je provedena genotipizacija JAK2 V617F za 24 od 25
prikupljenih uzoraka ctDNA iz periferne krvi pacijenata s CRC-om, iako prisutnost
mutacije nije utvrdena niti u jednom uzorku. Dobiveni rezultati usporedit ¢e se s
rezultatima genotipizacije DNA izdvojene iz tumorskog tkiva i tako pridonijeti daljnjem
profiliranju CRC-a koristenjem tekuce biopsije.
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Fekalni kalprotektin prepoznat je kao specifican i vrlo osjetljiv biomarker upale crijevne
sluznice koji omoguduje razlikovanje upalnih bolesti crijeva od sindroma iritabilnog
crijeva, dviju skupina bolesti razli¢ite etiologije, ali preklapajucih simptoma. Dijagnosticki
testovi pojedinih proizvodaca temeljeni su na razli¢itim imunokemijskim metodama te
joS uvijek ne postoji standardiziran postupak ekstrakcije uzorka, pohrane i analize $to
dovodi do velike varijacije u dobivenim rezultatima i otezava njihovu medusobnu
usporedbu.

U ovome radu opisano je provodenje postupka verifikacije kvantitativne
kemiluminiscentne metode QUANTA Flash® Calprotectin (INOVA Diagnostics, San Diego,
CA, USA) za odredivanje koncentracije fekalnog kalprotektina u uzorku stolice na
analizatoru Bio-Flash (Biokit S.A., Spanjolska) i usporedbe s postoje¢im dijagnosti¢kim
testom u rutinskoj primjeni Buhlmann fCAL® turbo (BUhlmann, Schoénenbuch,
Switzerland) na analizatoru Abbott Architect c8000 (Abbott S.r.I., Roma, Italy) u KBC-u
Sestre Milosrdnice. Mjerenja su vrSena na 59 ostatnih uzoraka stolica pacijenata za koje
je zatrazeno odredivanje fekalnog kalprotektina. Nepreciznost ispitivane metode
zadovoljila je zadane kriterije Sto ju cini prihvatljivom za klinicku primjenu. Unatoc
statisticki znacajnom odstupanju vrijednosti dobivenih ispitivanom i postojecom
metodom, podudaranje u kategorizaciji rezultata u dvije interpretativne kategorije
pokazalo se snaznim. Zakljuceno je da se ispitivana metoda moZze koristiti u rutinskom
radu, ali je preporucljivo za istog pacijenta koncentraciju fekalnog kalprotektina uvijek
mijeriti istim testom kako bi rezultati bili medusobno usporedivi jer rezultati dobiveni
razli¢itim imunokemijskim metodama nisu medusobno usporedivi i zamjenjivi.
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Polifenoli su Siroko rasprostranjeni biljni sekundarni metaboliti s velikim biomedicinskim
potencijalom. U ovome istraZivanju spektrofotometrijskim metodama usporedno su
ispitana antioksidacijska svojstva trideset odabranih polifenola na temelju njihove
sposobnosti hvatanja slobodnih radikala DPPH i NO te redukcije Zeljeza(lll), kao i njihova
sposobnost inhibicije enzima acetilkolinesteraze i a-glukozidaze, s naglaskom na
povezanost strukturnih obiljezja polifenolnih spojeva i bioloskih ucinaka [1]. Vecina
ispitanih flavonoida, fenolnih kiselina, flavan-3-ola i stilbena posjedovala je znacajnu
sposobnost hvatanja slobodnih radikala i redukcije Zeljeza(lll). Galna kiselina je pokazala
najvecu sposobnost hvatanja DPPH radikala (ICso = 2,09 ug/mL) i NO radikala (ICsp = 12,36
pg/mL) te redukcije Zeljeza (ICso = 1,21 pg/mL). Resveratrol je najbolje inhibirao enzim a-
glukozidazu (ICso < 12,5 ug/mL), a miricetin acetilkolinesterazu (ICso = 147,77 ug/mL).
Rezultati su istaknuli polifenole izrazenih antioksidacijskih svojstava i sposobnosti
inhibicije enzima te ukazali na njihov potencijal za daljnja istraZzivanja te primjenu u
prevenciji i lijeCenju kroni¢nih bolesti povezanih sa starenjem.

[1] M. Mervi¢ et al., Comparative antioxidant, anti-acetylcholinesterase and anti-a-glucosidase
activities of mediterranean Salvia species. Plants 11 (2022) 625.
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Znanstvena otkrica u podrucju otkrivanja nacina lijeCenja, ali i prevencije i oCuvanja
zdravlja, svakodnevno pomicu granice kvalitete Zivota svakog pojedinca.

Kako bi od samog znanstvenog otkri¢a dosli do farmaceutskog proizvoda i pacijenta
kojemu je namijenjen potrebno je prijeéi dug put. U svaki korak potrebno je ugraditi
znanje, strucnost i profesionalnost kako bi se osigurala, ali i o¢uvala vrhunska kvaliteta i
djelotvornost proizvoda.

Za savladavanje svakog od tih koraka neophodni su magistri i magistre farmacije.
Voden misijom uciniti lijekove dostupnima u svim krajevima osniva¢ Medical Intertradea,
prve privatne veledrogerije na podrucju Hrvatske, magistar farmacije Radwan Joukhadar
uz podrsku svoje supruge doktorice stomatologije Jasenke Joukhadar zapocinje
farmaceutsku pricu koja veé 32 godine promice, ali i podiZe na visi nivo pravila struke.
Prica je to koja magistrima farmacije omogucuje rad i primjenu svega naucenog u
kreiranju novih proizvoda u tvornici lijekova, dodatka prehrani i kozmetike — Yasenka
d.o.o. koja je, iako najmlada tvrtka grupacije Joukhadar, hrabro zauzela poziciju prvog
koraka realizacije od znanstvenog otkri¢a do proizvoda usmjerenog na pacijenta.

Uciniti proizvode dostupnima u Sto kracem roku zadatak je magistara farmacije u
veledrogeriji Medical Intertrade. Osigurati postivanje svih zahtjeva farmaceutske
kvalitete, savladati nestaSice, interventno uvesti lijek i biti tu na zahtjev svake
zdravstvene ustanove izazovi su u ovom, ponekad nevidljivom dijelu posla magistara
farmacije.

Kako bi proizvod zavrsio kod pacijenta kojemu je najpotrebniji, rad magistara farmacije
u ljekarnama, kao najdostupnijih zdravstvenih djelatnika, od nezamjenjive je vaznosti.
Znanje, savjet, briga i dostupnost svakom pacijentu radni je moto ljekarni Joukhadar koje
se nalaze diljem Hrvatske.

Primjenom znanja i zajednickom suradnjom u svakom koraku svog djelovanja magistre i
magistri farmacije osiguravaju konacno priznanje svakom znanstvenom otkri¢u — njegov
utjecaj na povecanje kvalitete Zivota pacijenata koji nam svakodnevno poklanjaju svoje
povjerenje.
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PHOENIX, projekt financiran iz programa Obzor 2020, kao krajnji cilj ima ponuditi trZiStu
ujedinjenu mrezu tvrtki i laboratorija koji ¢e svojom ekspertizom u istraZivanju, razvoju,
proizvodnji te regulatornim aktivnostima u podrucju nanomedicine korisnicima olaksati
razvoj formulacija nanolijekova od laboratorijskih do pretklinickih i proizvodnih procesa.

12 partnerskih institucija iz 6 europskih drzava kroz 4 godine trajanja projekta nadogradit ¢e
svoje postojece laboratorije i proizvodne pogone, izgraditi nove, te omoguditi usluge putem
tzv. ,single-entry point” pristupa. Usluge ¢e pokrivati dizajn, razvoj, pretklinicka testiranja,
scale-up razvoja, GMP proizvodnje te regulatornu podrsku za sve faze razvoja nanolijekova.
Istrazivacka grupa NanoBioFaces s Instituta za medicinska istraZivanja i medicinu rada, cija je
voditeljica dr. sc. Ivana Vinkovi¢ Vrcek, u projektu Phoenix vodi Radni paket ,Regulatorna
podrska“, a sudjeluje i u razvoju, te primjeni in vivo i in vitro metoda za procjenu sigurnosti i
ucinkovitosti nanolijekova.

Tijekom radionice, dr. sc. Ivana Vinkovi¢ Vrcek ¢e sa svojim suradnicima detaljnije predstaviti
sam projekt, aktivnosti i metode koje se razvijaju i koriste u sklopu istraZivackog rada grupe.
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U ovoj radionici bit ¢e obraden work-flow za izracun fizikalno-kemijskih svojstava
organskih reakcija. Radionica ¢e imati sljedece dijelove:
1) upoznavanje s dostupnim programskim paketima instaliranim na klasteru
sw.pharma.hr,
2) upoznavanje s programima za stvaranje inputa i obradu podataka,
3) definiranje kemijskog problema,
4) razvijanje strategije za dobivanje podataka koji pruzaju zadovoljavajuci odgovor na
zadani kemijski problem,
5) priprema i pokretanje racuna na klasteru sw.pharma.hr, odabir odgovarajucih
resursa (cost/benefit, queuing sustav),
6) obrada podataka, uz analizu Cestih gresaka, te poboljsanje procedure (tips and tricks)
i
7) analiza podataka i prezentacija podataka.
Sudionici radionice bit ¢e podijeljeni u grupe i grupno rjesavati zadani zadatak uz pomoc¢
voditelja i suradnika na radionici. Rezultate izracuna ¢e se prezentirati na kraju radionice.
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Vecina eksperimentalno dobivenih podataka, kao i produkti njihove statisticke analize
izrazavaju se razliCitim vrstama grafova s ciljem olakSavanja njihovog izlaganja te
donosenja zakljucaka. Postoji viSe vrsta podataka, kao i njihovih medusobnih odnosa. S
obzirom na vrstu podataka te ono Sto se Zeli prezentirati ili zakljuciti, treba se odabrati
prikladan graf koji svojim specificnostima najbolje prikazuje te podatke. Medutim,
prilikom izrade grafova potrebno je voditi se nekim opéim principima kao Sto su logi¢no
slaganje podataka, jednostavna usporedba vrijednosti, koriStenje ikona za dodatno
pojasnjavanje te naglasavanje vaznih ili zanimljivih informacija. Dodatno, treba
izbjegavati koriStenje nepotrebnih 3D grafova, boja visokog kontrasta kao i veliki broj
boja, nepotrebnih stilizacija teksta te nepotrebnih dodataka i animacija grafova. Takoder,
prezentacija podataka na grafovima ne bi smjela biti zavaravajuca, odnosno ukazivati na
odredeni trend ili zaklju¢ak tamo gdje ga nema ili nije statisticki znacajan, kao i obrnuto
— sakrivati ga tamo gdje postoji. S tim na umu, treba koristiti prikladnu skalu na svim
koordinatnim osima grafa. U ovom izlaganju bit ¢e prikazane najcesce koriStene vrste
grafova te specifi¢nosti i savjeti prilikom njihove izrade. Kroz brojne primjere bit ¢e
pokazano kako odredeni skup podataka optimalno prikazati grafovima te Sto treba
izbjegavati. Konacno, bit ¢e prikazani i grafovi koji razli¢itim namjernim ili nenamjernim
pogreskama navode na pogresan zakljucak.
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