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UNIVERZITET CRNE GORE
MEDICINSKI FAKULTET

Broj: 1841/7

Podgorica, 09.11.2022. godine

Na osnovu ¢lana 64 stav 2 tacka 9 Statuta Univerziteta Crne Gore, a u skladu sa ¢lanom 35 Pravila
doktorskih studija (Bilten UCG broj: 513/20 i 561/22), Vijece Medicinskog fakulteta na sjednici
odrzanoj 09.11.2022. godine donijelo je

ODLUKU

1. Usvaja se IzvjeStaj Komisije za ocjenu prijave doktorske disertacije kandidata mr ph spec.
Dulije HadZibeti, broj: 1107/1 od 26.09.2022. godine.

2. PredlaZe se Senatu UCG da prihvati kao podobnu doktorsku tezu pod nazivom ,Ispitivanje
farmaceutsko-tenoloskih karakteristika polucvrstih preparata sa etarskim uljem
smilja i njihovog antiinflamatornog djelovanja na kozi“ kandidata mr ph spec. Dulije
HadzZibeti.

3. Odluka Vijeéa, Izvjestaj Komisije iz tacke 1 ove odluke i obrazac Prijave teme doktorske
disertacije (obrazac PD broj: 810 od 08.06.2022. godine), dostavlja se Centru za doktorske
studije i Senatu Univerziteta Crne Gore, na dalju realizaciju.

OBRAZLOZENJE

Mr ph spec. Pulija HadZibeti podnijela je prijavu teme doktorske disertacije pod nazivom
“Ispitivanje farmaceutsko-tenolo3kih karakteristika polucvrstih preparata sa etarskim uljem smilja i
njihovog antiinflamatornog djelovanja na kozi “ dana 08.06.2022. godine (Broj prijave: 810).

Senat Univerziteta Crne Gore na sjednici odrzanoj 20.07.2022. godine imenovao je Komisiju za ocjenu prijave
doktorske disertacije, kandidata mr ph spec. Bulije HadZibeti u sastavu: prof. dr Zorica Potpara, doc. dr Tanja
Vojinovi¢, prof. dr Milena Purovic.

Kandidat je pred navedenom Komisijom javno obrazloZio ciljeve i oCekivane rezultate, odnosno izloZio
istraZivacki program doktorske teze, dana 16.09.2022. godine. Komisija je podnijela Vije¢u Medicinskog
fakulteta IzvjesStaj o ocjeni podobnosti doktorske disertacije broj:1107/1 od 26.09.2022. godine.

Vijece Medicinskog fakulteta na sjednici odrZanoj 09.11.2022. godine, nakon razmatranja izvjeStaja Komisije
broj: 1107/1 od 26.09.2022. godine, odlugila j¢ kao u dispozitivu ove odluke.
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OCJENA PODOBNOSTI DOKTORSKE TEZE I KANDIDATA

~_ OPSTIPODACI O DOKTORANDU
Titula, ime 1 prezime Mr.ph.spec. Pulija HadZibeti

Fakultet Medicinski fakultet
Studijski program Farmacija
Broj indeksa 8/20

Podaci o magistarskom radu | /
R : - NASLOV PREDLOZENE TEME e
Ispitivanje  farmaceutsko- tehnolosklh karakteristika polucvrsuh
Na sluzbenom jeziku preparata sa etarskim uljem smilja i njihovog antiinflamatornog
djelovanja na kozi

Studdy of the pharmaceutical, technological charachteristics of

Na engleskom jeziku semi-solid immortelle products and their anti-inflamatory effects
on the skin

A

Datum prhvatanja teme 1
kandidata na sjednici Vijeca
organizacione jedinice
Naucna oblast doktorske
disertacije

Za navedenu oblast maticni su sljededi fakulteti

09,4, 2022

Farmaceutska tehnologija 1 kozmetologija

Medicinski fakultet, Podgorica

A IZV]ESTAJ SAJAVNE ODBRANE POLAZNIH ISTRAZIVANJA DOK’I’ORSKE
: DISERTACIJE P i

]wna odbmm polqzmh istrazivanja ~ na temu: ,,Ispmv'm]c fqrm’iccutsko telmolosklh
karakteristika polucvrstih preparata sa etarskim uljem smilja i njihovog antiinflamatornog
djelovanja na koz1“ , kandidatkinje mr.ph.spec. Dulije HadzZibeti, odrzana je 16.09.2022. godine u
13 casova, u amfiteatru Medicinskog fakulteta, pred Komisijom u sastavu:

1. Dr Zorica Potpara, vanredna profesorica Medicinskog fakulteta Univerziteta Crne Gore

2. Dr Tanja Vojinovi¢, docentica Medicinskog fakulteta Univerziteta Crne Gore

3. Dr Milena Durovi¢, redovna profesorica Medicinskog fakulteta Univerziteta Crne Gore
Odbrana pocetnih istrazivanja je pocela saopstavanjem biografskih podataka i drugih podataka
od znacaja iz prilozene dokumentacije, poslije ¢ega je uslijedilo izlaganje istrazivackog plana
doktorske disertacije od strane kandidatkinje. Na pocetku izlaganja kandidatkinja je dala
obrazloZenje predloZzene teme, sa osvrtom na dosada$nje ostvarene rezultate u oblasti
istrazivanja. Kandidatkinja je ¢lanovima komisije predstavila plan istrazivanja koji ée sprovoditi u
nastavku rada na doktorskoj disertaciji, iznijela je jasno definisane ciljeve i hipoteze istraZivanja, i
objasnila metodologiju predlozenog istrazivanja. U zakljucku, je navela da predloZeno
istrazivanje ima zmé’tj'm naucni potencijal iz kojeg ¢e proistckli rezultati biti publikovani u
prestiznim naucnim ¢asopisima i tako dati ocekivani naucni doprinos.
Clanovi Komisije su nakon izlaganja kandidatkinje, dali komentare i sugestije, i postavili su
pitanja na koja je kandidatkinja uspjesno odgovorila (Prilog).
Komisija je jednoglasno donijela odluku da je kandidatkinja mr.ph.spec. Pulija HadZibeti sa
uspjehom odbranila polazna istrazivanja doktorske disertacije.
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B. OCJENA PODOBNOSTI TEME DOKTORSKE DISERTACIJE

B1. ObrazloZenje teme

U zadnje vrijeme, nauéno istrazivacki interes u farmaciji i medicini je usmjeren na proucavanje
prirodnih resursa (autohtonog bilja), i njihovoj potencijalnoj primjeni u farmakoterapiji. Ljckovite
biljke su istorijski dokazale svoju vrijednost kao izvor molekula sa terapeutskim potencijalom, a
danas i dalje predstavljaju vazan potencijal za identifikaciju novih ljckova. Poslednjih decenija,
farmaceutska industrija se uglavnom fokusirala na sinteticka jedinjenja kao izvor otkrivanja
lickova. Medutim, u isto vrijeme postoji trend opadanja u broju novih ljekova koji dolaze na
trriste, i na taj nadin uti¢u na obnovljeno nauéno interesovanje za otkrivanje ljckova iz prirodnih
izvora, uprkos poznatim izazovima [1]. Savremeni kozmeticki i dermokozmeticki proizvodi za
njegu koze, s obzirom na kriterijume u pogledu kvaliteta, bezbjednosti i efikasnosti, treba da
ispune niz zahtjeva. Sa jedne strane, Uredba EU 1223/2009 o kozmetickim proizvodima
(Regulation (EC) No 1223/2009 of the European Parliament) definise zahtjeve koji se moraju
ispuniti, a sa druge strane, sami korisnici/potrosaci postavljaju uslove koji se, prije svega, odnose
na senzorne karakteristike proizvoda [2]. Biljni proizvodi su poslednjih godina u fokusu naucnih
istrazivanja zbog njihove velike potencijalne efikasnosti 1 boljeg bezbjednosnog profila [3].
Nauénim ispitivanjima potvrdena su brojna empirijska iskustva, a farmakoloskim i klinickim
studijama afirmisana realna terapijska svojstva velikog broja lickovitih biljnih sirovina. Ovim je
utvrdena nauéna osnova za racionalnu fitoterapiju. Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji
(SZ0), 70-95% svjetske populacije oslanja se¢ na tradicionalnu medicinu za svoju primarnu
zdravstvenu zastitu [4]. Biline supstance se esto i efikasno koriste i za topikalnu primjenu gdje
ostvaruju lokalni ili sistemski efekat. Oni se inkorporiraju u podlogu koja predstavlja njihov
nosaé i omoguéava njihovo farmakolosko djelovanje. KoZa je nas najveci organ, ona cuva misice,
kosti, ligamente i unutrasnje organe [5].

Kozne bolesti predstavljaju éeste zdravstvene probleme koji pogadaju sve uzraste, od
novorodencadi do starijih, i uzrokuju negativne efekte na vise nacina. Inflamatorne kozne bolesti
ukl]uéu]uéi akne, kontaktni alergijski i iritantni dermatitis i dr.vrste ckcema, izmedu ostalog,
obuhvataju glavnu oblast u dermapatologiji [6]. Ove bolesti su izazvane sirokim spektrom stanja
kao §to su genetska predispozicija, alergijske reakcije, izlozenost faktorima iz okoline, kao 1
autoimune bolesti. Ove kozne bolesti ne uzrokuju samo spoljasnje probleme, ve¢ negativno uticu
na kvalitet Zivota pacijenata i mogu biti fatalne u nekim slucajevima.

Dok lokalni kortikosteroidi, oblik steroidnih antiinflamatornih lickova, ostaju primarna opcija
lijeCenja za mnoge kozne bolesti u humanoj medicini, njthova dugotrajna upotreba medutim
dovodi do visoke stope recidiva i znacajnih nezeljenih efekata, posebno u pedijatrijskoj starosnoj
grupi [7, 8]. Neke biljke i njihovi djelovi se Cesto koriste za lijecenje ovih bolesti. Upotreba biljaka
je stara koliko i éovjecanstvo. Takode je pogodna sirovina za proizvodnju novih sintetickih
sredstava. U ovom istrazivanju izucavamo karakteristike poluévrstih preparata sa ctarskim uljem
smilja i njihove pozitivne efekte na kozi. Ulje smilja pozitivno utice na inflamatorne procese
koze. Helichrisum italicum (H. italicum) je tipiéna mediteranska biljka koja pripada porodict
Asteraceae, zvanom smilje. Karakterisu je jarko zuto obojeni cvjetovi koji ne venu [9, 10]. Smilje
(Helichrysum italicum) raste na suncanim kamenjarima i padinama Crne Gore, u pukotinama
stijena, napustenim vinogradima i uz ivice puteva. Biljka je dobro prilagodena sredinama bez
vode jer prirodno raste na alkalnom, suvom, pjeskovitom i siromasnom tlu na nadmorskoj visini
od 2200 m [11]. Stablo je uspravno i obraslo svilenkastim, gustim dlacicama, visine do 40
centimetara, a cvieta od maja do jula. Na vrhu stabla nalaze se Zuti cvjetici koji se koriste za
dobijanje ulja. Rod Helichrysum Miller obuhvata vise od hiljadu vrsta, medu kojima su
‘najpoznatije i najistrazenije vrste Helichrysum italicum (Roth) G. Don [12], Helichrysum
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stoechas (I..) Moench [13] 1 Helichrysum :li'(.’l‘l:lr_il.-l;‘]‘_l“(-]_..j Mocench [14], H. italicam i . stoechas
rasprostranjene po cijelom Mediteranu [15], ali su posebno karakteristicne za jadransku regiju
[16] i Pirinejsko poluostrvo [17], dok se H. arcnarium uglavnom nalazi u srednjoj Evropi.
Poseduje Sirok spektar bioloskih aktivnosti, kao Sto su antimikrobna, antinflamatorna i
antioksidativna svojstva 1 tradicionalna upotreba je vezana za respiratorne, digestivne 1
inflamatorna stanja koze [18, 19]. Dosadasnja fitohemijska ispitivanja ukazuju na prisustvo
terpena kao $to su a-pinen, neril-acetat, nerol, a- 1 g-kurkumin, kao 1 geranil-acetat u esenctjalnom
ulju H. italicum (HIEO). Medutim, hemijski sastav varira u odnosu na geografsko porijeklo,
vegetacioni ciklus 1 da i je koriscen svjez ili susen biljni materijal [ 19]. Ulje sa podrucja
crnogorske obale nije dovoljno ispitano 1 nema dovoljno istrazivanja koja definisu njegov
konkretni sadrzaj biaktivnih supstanci. Pregledom literature ustanovljeno je da inkorporiranjem
ulja smilja u polucvrste podloge, masnu podlogu i gel pojacavaju njegovo antiinflamatorno
djelovanje na kozne probleme, i osnazuju protektivno djelovanje na oste¢enu kozu [20]. Jasno se
ukazuje na pozitivne rezultate koriséenja smilja u medicinske svrhe iako nema puno podataka o
realizaciji istog. Ovo istrazivanje e se baviti ispitivanjem bioloske aktivnosti smilja sa podrucja
Ulcinja jadranske obale koje nije dovoljno ispitano njegovom hemijskom karakterizacijom 1
bioloskom aktivnoséu, ispitivanjem poluévrstih preparata sa etarskim uljem smilja 1 procjenom
antiinflamatornog djelovanja ovih poluévrstih preparata na zapaljenske procese koze.

Kao zastitni organ, koza predstavlja prvu spoljasnju liniju odbrane od virusa, bakterija 1 gljivica.U
kozi se nalaze tj. epidermisu imunoloske écli]c tzv. Langerhansove celije koje ucestvuju u
imunskim reakcijama, te s toga koza predstavlja veoma vazan imunski organ. Keratinociti su
veoma aktivni u ovom procesu. Kod upalnih bolesti koze odvijaju se razli¢iti patogeni
mehanizmi koji ukljucuju imunoloske éelije i strukturne éelije tkiva [21]. Upalni procesi na kozi
¢esto uzrokuju stvaranje osipa. Obi¢no je to odgovor imunoloskog sistema. Neke od uobicajenth
upalnih procesa koze ukljucuju: psorijazu, i infekcije koze uzrokovane razlicitim infektivnim
agensima, endogenc i egzogene ckceme. Pregledom literature dolazi se do zakljucka da topikalne
formulacije sa uljem smilja mogu da smanje upalne reakcije i procese na kozi. U literaturi se
navodi da hemijski sastav etarskog ulja smilja koji je odreden metodom masene spektrometrije
identifikuje slede¢e komponente: seskviterpenski ugljovodonici, sa ukupnim relativnim sadrzajem
od skoro 60%, bili su najzastupljcnija klasa hemijskih jedinjenja, dok su monoterpenski
ugljovodonici ¢inili 18, 52% od ukupnog sastava. Glavne detektovane komponente su g-
kurkumen (14, 07%), Neril acetat (12, 96%), a-pinen (12, 38%), b-selinen (11, 27%) 1 a-selinen (7,
27%). Neke od najkarakteristiénijih bioaktivnih jedinjenja pronadenih 1 istrazivanih kod H.
italicum su: kafeinska kiselina koja pokazuje antioksidativne, antiinflamatorne efekte, hlorogena
kisclina sa antibakterijskim, antiviralnim antioksidativnim karakteristikama, pinocembrin sa
antiinflamatornim efektima, kvercetin sa antibakterisjkim, antiinflamatornim i antioksidativnim
djelovanjem, naringenin sa antiioksidativnim, antiviralnim, antibakterijskim djelovanjem, gnafalin
sa antiinflamatornim  djelovanjem, luteolin - sa  antviralnim  djelovanjem, tilirozid  sa
antiinflamatornim i antioksidativnim djclovanjem, arzanol sa antiviralnim, antioksidativnim,
antiiflamatornim, antibakterijskim djelovanjem, ursolna  kisclina sa antioksidativnim,
antiinflamatornim i antibakterisjkim efektom [22,23,24].

Nakon odredivanja sadrzaja u ulju smilja jako je vazno izabrati i pogodnu podlogu za formulaciju
novog proizvoda. Zahtjevi koje podloga treba da ispunjava su brojni: fizioloska kompatibilnost,
hemijska, fizicka i mikrobiologka stabilnost, hemijska indiferentnost, mogucnost inkorporiranja
vode i teénih supstanci, kompatibilnost sa velikim brojem ljekovitih supstanci, brzo 1 lako
oslobadanje ljekovite supstance sa ciljem postizanja optimalnog terapijskog efekta, odgovarajuca
reoloska svojstva koja omoguéavaju dobru razmazivost, odgovarajuca temperatura topljenja (oko
40°C), s obzirom na temperaturu povrsine koze (oko 32°C), koja ée lijek uciniti prihvatljivim za
primjenu. Medutim, podloga nije samo pasivni nosac lijcka, veé i sama moze imati izvjesno
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dejstvo na ob()]jclu kozu (llpr__t:;ﬁ()lijcs1ts1()) i ‘/qf;tim:l/-pr()tckrivnu utc):__u na ?;irjwoj k(_vl I]L
vazno poznavati i njena fizicko-hemijska svojstva. U lokalnoj terapiji akutnih dermatoza,

uobicajeno se za ljckovitu supstancu biraju hidrofilne podloge (gelovi, hidrofilni kremovi), a kod
hroni¢nih dermatoza preporucuju se lipofilne podloge (kremovi, oleogelovi, hidrofobne
(bezvodne) masti ili masti koje emulguju vodu (apsorpcione masti). Na suve dermatoze nanose
se okluzivni pr(.mfl?l (bezvodne masti 1 lipofilni kremovi), koji sprecavaju gubitak vlage,

omcksavaju koZu i &ine je elastiénijom. Kada je dermatoza pracena svrabom (pruritis), crvenilom
i toplinom koze, kao podloge za ljckovitu supstancu se predlazu hidrogelovi ili hidrofilni kremovi
[25].

Farmaceutsko-technoloska i biofarmaceutska, kao i druga potrebna ispitivanja preparata
poluévrste  konzistencije, obuhvataju farmakopejska  (obavezna) ispitivanja 1 dodatna
(ncobavezna) ispitivanja, koja se navode u literaturi ili su preporuke odg_,m-"mjuéih struénih
udruzenja. Ova ispitivanja su vazna jer diktiraju kvalitet i stabilnost polucvrstih preparata. Kod
poluévrstih preparata za primjenu na koZi, mogu se sprovesti sledeca ispitivanja: izgled preparata,

odredivanje sadrzaja ljckovite supstance, ispitivanje konzistencije, ispitivanje reoloskih osobina,
ispitivanje razmazivosti, sposobnost emulgovanja vodom, odredivanje sadrzaja vode, ispitivanje
tipa emulzija, odredivanje veli¢ine cestica lickovite supstance, mjerenje pH  vrijednost,

odredivanje mikrobioloskog kvaliteta/éistoce, odredivanje sadrzaja konzervansa, odredivanje
sadrzaja antioksidansa, ispitivanje mase punjenja ili volumena punjenja, ispitivanje oslobadanja
aktivne supstance iz polucvrsnh preparata za primjenu na kozi [25]. Ispmvm]c stabilnosti
polucvrstih preparata za primjenu na kozi baziraju se na podacima o pom-«m;u 1 svojstvima
lickovite supstance i farmaceutskog oblika, pod uticajem razlicitih faktora iz okoline, kao sto su:

temperatura, vlaga i svjetlost. Stres ($0k) testovi se oznacavaju kao testovi forsirane razgradnije.
Oni pomazu u izboru najbolje formulacije odredenog farmaceutskog oblika. Nakon 6 do 8,
obi¢no 24-¢asovnih ciklusa na visokoj (40°C ili 45°C) i niskoj temperaturi (4°C ili ¢ak -10°C),
preparat treba da ostane stabilan i bez vidljivih znaka odvajanja faza. Hemijska stabilnost se
odreduje testovima ubrzanog starenja, izlaganjem dovoljnog broja uzoraka povisenoj 1 snizenoj
temperaturi u klima komorama, nakon ¢ega se visi ispitivanje definisanih hemijskih parametara.

Mikrobioloska stabilnost poluévrstih preparata, ispituje se sa ciljem provjere mikroboloske
distoce preparata, posto bi mikroorganizmi prisutni u lijeku mogli da naskode pacijentu. U cilju
procjene mikrobioloske stabilnosti ovih preparata, vrsi se ispitivanje Mikrobioloskog kvaliteta
(Ph. Eur. 10 dio 5.1.4.) i efikasnost konzervansa [20].

Nakon ispitivanja formulacija praticemo klinicke efekte na 100 ispitanika sa inflamatornim
procesima na koZi. Neki od klinickih aspckata koji ¢e se pratiti su smanjenje svraba, suvoce,
iritacije i duZina trajanja simptoma.

B2. Cil;j i hipoteze

Ciljevi istrazivanja:

Ispitati hemijski sastav etarskog ulja smilja sa ulcinjske obale Jadranskog mora, fizicka i

hemijska i bioloska svojstva etarskog ulja smilja.

- Definisati farmaceutsko tchnoloski postupak izrade polucvrstih preparata, formulisati
polucvrste preparate mast i gel sa aktivnim sastojkom etarskim uljem smilja.

- Ispitati farmaccutsko tehnoloske karakteristike polucvrstih preparata, izvssiti  procjenu
podnosljivosti preparata i farmakoloskog dejstva na zapaljenske reakcije koze.

Hipoteze istrazivanja:

-Postoje biokativne supstance sa antiinflamatorinim djelovanjem u ulju smilja.

-Poluévrsti preparati sa dodatkom etarskog ulja smilja su kvalitetni preparati za primjenu na kozi.
Postoji farmakoloski cfekat farmaceutskih topikalnih preparata sa dodatkom ulja smilja na
inflamatorne procese koze.

ObrazacD1:Ocjena podobnosti doktorske teze 1 kandidata
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B3. Metode i plan istraZivanja
[strazivanjem je planirano obuhvatiti 100 ispitanika. Garantovana je anonimnost svim
ispitanicima koji se budu ukljucili u istraZivanje, kako u toku studije, tako 1 nakon nje.

Kiriterijumi za ukljucenje u istrazivanje: U istrazivanje ¢e biti ukljuceni ispitanici sa upalnim
procesima koze (atopijski dermatitis, kontaktni alergijski 1 iritantni dermatitis 1 dr.vrste ckcema )
stariji od 12 godina, koji imaju izrazene probleme najmanje 7 dana.

Kriterijumi iskljucenja: Iz istrazivanja ¢e biti iskljuceni ispitanici koji piju ljckove iz grupe
kortikosteroida, antibiotika, antihistaminika, metotreksat, trudnice, dojilje, djeca mlada od 12
godina, onkoloski pacijenti i psthijatrijski pacijenti.

Prva faza ispitivanja

Ispitivanje fizicko-hemijskih karakteristika ulja smilja

U toku nadeg istrazivanja koristicemo etarsko ulje dobijeno parnom destilacijom iz populacija
Helichrysum italicum na lokalitetu kod Ulcinja. Parna destilacija predstavlja hidrodestilaciju
tokom koje se usitnjeni biljni materijal nalazi u kotlu na resetki podignutoj od dna, a vodena para
dolazi iz generatora pare smjeStenog izvan kotla i prolazi kroz biljnu masu. Karakterizacija
sastava ctarskog ulja vrsice se na gasnom hromatografu Shimadzu QP2020 sa SSL injcktorom,
kuplovanim sa tripl-kvadrupol masenim spektrometrom. Komponente se razdvajaju na koloni
ZB-5MSplus (30 m x 0, 25mm; 0, 25um debiljina filma) sa helijumom kao noseéim gasom.
Uzorci se pustaju po SCAN metodi pri konstantnom protoku od 2.40 ml/min, snimanjem
opsega masa m/z 50-500 (EI 70eV).

Program analize ctarskog ulja traje 58 min.

Organolepticki izgled (miris, boja 1 homogenost uzorka) pratice se vizuelnim pregledom
ckstrakata.

Za ispitivanje kotisti¢emo identiéne epruvete od bezbojnog, prozirog, neutralnog stakla. Boje su
uredene posmatranjem pri difuznoj dnevnoj svjetlosti, horizontalno prema bijeloj pozadini.
Druga faza ispitivanja

Priprema formulacija za ispitivanje

Za ovo istraZzivanje ¢emo odabrati dvije podloge, masna podloga i gel podloga. Za izradu
preparata koristice se sledeca oprema:

Precizna digitalna vaga (Adam Equipment).

Magnetna mjesalica (Isolab- Laborerate GmbH — Germany)

Mast se priprema mijesanjem etarskog ulja H. italicum sa Eucerin podlogom dok se ne dobije
homogenizovani uzorak. Eucerin baza sadrzi mjesavinu holesterola, lanolina, te¢nog parafina i
bijeli vazelin.

Za pripremu jednostavne gel baze se koristi karbomer, propilenglikol, rastvor trietanolamina 1
voda. Karbomer se pomijesa sa vodom do formirane disperzije. Ova disperzija se pomijesa sa
propilenglikolom, rastvorom trietanolamina i smjesa se ostavlja da nabubri. Gel esencijalnog ulja
od 0,5%v /v ¢e biti pripremljen mijesanjem 0,5 g ulja u 99,5 g gela.

Obje formulacije se mogu konzervisati sa Na-benzoatom.

Sastav podloge za izradu preparata

Sastav masne podloge - INCI (International Nomenclature of Cosmetic Ingredients) naziv
Holesterol — Cholesterol (proizvoda¢ Meilab, Beograd, Srbija).

Lanolin — Lanolin (proizvodaé¢ Meilab, Beograd, Stbija).

Teéni parafin - Paraffinum liquidum (proizodaé¢ Meilab, Beograd, Srbija).

Bijeli vazelin — Petrolatum (proizvodac Meilab, Beograd, Stbija).

Sastav gel podloge - INCI (International Nomenclature of Cosmetic Ingredients) naziv
Karbomer - Polyacrylic acid (Carbomer) (proivodac Meilab, Beograd, Stbija).
Propilenglikol - Propylene Glycol (proizvoda¢ Meilab, Beograd, Srbija).
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Trietanolamin — Triethanolamine (proivodac Meilab, Beograd, Srbl;a) .

Demineralizovana voda — Aqua (proizvoda¢ Meilab, Beograd, Srbija).

Razvoj podloge za inkorporiranje ulja smilja izvrsice se s ciljem razvoja novog proizvoda kojim
bi se, ()muguéilu pacijentima, da u zavisnosti od promjence na kozi, odaberu masni ili gel preparat.
Formulisani preparati treba da omoguéc lako 1 brzo razmazivanje i da nakon primjene stvore
prijatan osecaj na kozi [28].

Treca faza ispitivanja
[spitivanje polucvrstih preparata sa ctarskim uljem smilja

Izgled formulacija — predstavlja vizuelno pracenje preparata, boja, izgled, mirts, konzistencija,
aplikativne karakteristike masti 1 gelova sa etarskim uljem smilja. Sprovode se organolepticka
ispitivanja uzoraka, inicijalno, 7 dana nakon izrade, kontrolno mjerenje nakon 1 mjeseca 1 poslije
3 mjescca cuvanja na sobnoj temperaturi (20+3°C).

[spitivanje razmazivosti

Razmazivanje/raspostriranje polucvrstih preparata, na kozi je vazna osobina 1 podrazumijeva
njegovu sposobnost da se nanese (razmaze, utrlja)) na kozi. Ispitivanje ce se vrsiti
ckstenziometrom tako da se uzorak polucvrstog preparata odredenog volumena postavi izmedu
dvije staklene ploce ovog uredaja 1 gornjoj ploci se poveca tezina, stavljanjem tega u odredenim
vremenskim intervalima.

Ispitivanje reoloskih osobina

U cilju dobijanja podataka koji ukazuju na eventualne promjene u fizickoj stabilnosti uzoraka 1
sagledavanja aplikativnih karakteristika preparata (masti i gelova), sprovedena ce biti njihova
reoloska karakterizacija. Kontinualna reoloska mjerenja sprovesce se na rcometru Paar Physica
(Njemacka) primjenom kupa-plo¢a mjernog sistema. Sva mijerenja ponovice se tri puta, pod
sledeé¢im uslovima: kupa-ploc¢a mjerni sistem (dijametar kupe 25 mm,ugao 1°), debljina mjerenog
uzorka 0,05 mm, temperatura 20 £ 0,1 °C, brzina smicanja 0 do 200 s-1 (120 s, uzlazna kriva) 1
200 do 0 s-1 (120 s, silazna kriva).

Mjerenje pH vrijednosti

Mjerenje pH preparata vidi se potenciometrijskom metodom (2.2.3. Ph. Eur. 10.0), dircktnim
uranjanjem elektrode pH-metra u ispitivane uzorke. Prije pocetka radni aparat se bazdari na
propisan nacin. Oprema koje se koristi je pH metar, Hanna Instruments, H 8417, SAD.
Ispitivanje stabilnosti formulisanih preparata

Planirano je na sledeéim uslovima:

- tokom cuvanja uzoraka na sobnoj temperaturi (22+ 2 "C ) u trajanju od 12 mijesect (u
definisanim terminima ispitivanja: 48 sati nakon izrade , kao i nakon 30, 90,180 1 360 dana).

- nakon izlaganja uzoraka stresnim uslovima: ciklicna promjena temperature (Sciklusa: 48

satina 45 'C , 48 satina 22+ 2 °C, 48 satina 5 'C),

- poslije centrifugiranja: uzorci se centrifugiraju u laboratoriji centrifuge, 48 sati nakon
proizvodnje, na sobnoj temperaturi (221 2 °C), na 3000 o/min. (2x15 min.).

Nakon izlaganja formulisanih uzoraka gore navedenim uslovima, procijenjena ¢e  biti
fizickohemijska

stabilnost testiranih uzoraka:

praécnjcm promjena organoleptickog izgleda,

2, praécnjcm promjena pH vrijednost,

4. praécnjcm promjena minimalnog prividnog i maksimalnog prividnog viskoziteta.

Oprema koje se koristi.

Viskozimetar, Haake, RV 12, Njemacka,

pH metar, Hanna Instruments, H 8417, SAD,
Laboratorijska centrifuga, Tehtnica, Sloventja,
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Klimatska komora, Sutjeska, Srbi.j:.l,h". - -

Frizider, Gorenje, Slovenija.

Ispitivanje mikrobioloskog kvaliteta formulacija

Polucvrsti preaparati za kozu pripadaju kategoriji nesterilnih farmaceutskih oblika. Mikrobioloski
kvalitet/Cistoca polucvrstih preparata za kozu treba da odgovara propisu Ph.Eur 10.0 (5.14), za
kategoriju 2 i zadovolji sledece zahtjeve:

-ukupan broj acrobnih Zivih mikroorganizama ne vise od 100 Zivih acrobnih bakterija i gljivica
po gramu ili mililitru preparata,

- ne vise od 10 enterobakterija 1 nekih drugih gram negativnih baktertja po gramu ili mililitru -
odsustvo Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus.

Za ispitivanje mikrobioloskog kvaliteta koristicemo membranske filtere od celuloznog nitrata sa
velicinom pora 0.45 um.

Cetvrta faza ispitivanja

Ispitivanje antinflamatornog efekta preparata sa uljem smilja na kozne inflamatorne procese.
Topikalni preparati bi se primjenjivali 21 dan 2-3 dnevno i pratili efekti na kozi. Efekti ce se
pratiti i evidentirati u Cetiri termina. Tokom tog perioda pacijenti ¢e se pratiti 1 ocjenjivace se
njihovo stanje. Za procjenjivanje uspjesnosti lijecenja za atopijski dermatitis najcesce se koriste
dva indeksa: SCORAD index (najsire zastupljen 1 najsire prihvacen) 1 TIS index (ispituje tri
parametra iz SCORAD indeksa: eritem, edem i ckskorijacije.). U ovom istrazivanju ¢emo koristiti
SCORAD index. Ovo je najvise validirani scoring sistem za inflamatorne bolesti koze. U velikom
broju radova je prikazana uspjesnost lije¢enja ovim indexom. Dio intenziteta SCORAD-a se
sastoji od 6 stavki: eritem, edem/papulacija, ckskorijacije, lihenifikacija, kruste 1 suvoca. Svaka
stavka se moze ocijeniti na skali od 0 do 3. Pored toga SCORAD index sadrzi 1 2 subjektivna
kriterijuma: nesanica (sleep disturbances) 1 svakodevni svrab (itching). Stepen se moze ocjeniti od
0 do 100. Formula SCORAD indeksa je: A / 5+ 7B / 2 + C. U ovoj formuli A je definisano kao
stepen (0-100), B je definisan kao intenzitet (0-18), a C je definisan kao subjektivat simptomi (0—
20). Maksimalni rezultat SCORAD indeksa je 103. Objektivni SCORAD se sastoji od stavki
obima 1 intenziteta; formula je A / 5 + 7B / 2. Maksimalni objektivni SCORAD skor je 83 (sa 10
dodatnih poena za teske deformisuce ekceme lica i $aka). Jako je bitan 1 subjektivni osjecaj, zbog
toga pacijenti takode treba da procjene svoj dermatitis, jer je njthovo blagostanje najvazniji aspekt
lijecenja. Zbog toga su razvijeni razli¢iti rezultati samoprocjene za pacijente sa inflamatornim
bolestima koze, ukljuéujuéi SCORAD orjjentisan na pacijente. SCORAD orgjentisan na pactjenta
dobro korelira sa SCORAD indeksom [27, 28].

Klini¢ki efekti nakon procjene ¢e se klinicki obraditi 1 procjeniti cfekat topikalnih preparata
koriséenih za tretiranje ove problematike.

Statisticka analiza

Statisticka znacajnost razlika procjenjivaée se na minimalnom nivou od p > 0.05. Statisticka
analiza podataka izvrSice se pomoéu komercijalnog statistickog softvera SPSS Statistics 18
(Statistical Package for the Social Sciences, version 18.0, SPSS Inc., Chicago, USA). Podaci ce bitt
prikazani tekstualno, tabelarno i graficki, uz koriscenje MS Excel, a statisticke analize bice
sprovedene uz pomoc SPSS softvera verzija 18.

B4. Naucni doprinos

Ispitivanje bioloske aktivnosti etarskog ulja smilja sa podrucja Ulcinja jadranske obale 1 njegovog
potencijalnog antiinflamatornog  efekta na kozi koje do sada nije dovoljno istrazeno.
Formulisanje polucvrstih preparata (masti i gelova) sa etarskim uljem smilja sa zadovoljavajuéim
farmaceutsko tehnoloskim karakteristikama i zadovoljavajuéim mikrobioloskim  kvalitetom
omogucava smanjenje kori§éenja kortikosteroida 1 kao rezultat toga manje nezeljenc efckte na
kozi.
Istrazivanje ovog tipa ée se prvi put raditi u nasoj zemlji. U literaturi nema podataka o primjeni
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smilja sa podrucja Ulcinja jadranske obale za koZzu 1 na razna {;B()ljgztlj;i koze (4;)}37151:1 dermatitis
1jos neke vrste ckcema).

Ovo istrazivanje Ce predstavljati originalni naucni rad na dobijanju novih farmaceutskih-
farmakoloskih  informacija  u  cilju razvoja  dermatoloskih  formulacija  za  tretman
antiinflamatornog oboljenja koze.

Rezultati koji ¢e proisteci iz ovog istrazivanja omogucice pocetak primjene autohtonog bilja kod
inflamatornih oboljenja koze u Kklinickoj praksi, tj. dati smjernice na osnovu kojih ¢e se
omoguditi njthova dermalna primjena sa manjim rizikom a boljim efektom, u personalizovanoj
terapijL.

B5. Finansijska i organizaciona izvodljivost istraZivanja

Kandidatkinja ée troskove istrazivanja finansirati licno iz sopstvenih izvora prihoda, posto
Medicinski fakultet u Podgorici ne posjeduje aparaturu kao ni hemikalije za sprovodenje
planiranih istraZzivanja.
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PITANJA KOMISIJE ZA OCJENU PODOBNOSTI DOKTORSKE TEZE I
KANDIDATA

Koje biljke 1 ctarska ulja se koriste kod inflamatornih
oboljenja koze?

Prof.dr Milena Purovié Da li je znacajno koje podloge biramo kod razlicitih
dermatoza, i §ta nam na taj odabir podloge utice?

Prilikom izrade polucvrstih preparata koje konzervanse
Ukoliko budete koristili konzervans, koji éete Vi da
Doc.dr Tanja Vojinovi¢ odaberete za izradu ovih preparata? .
Zasto ste se odlucili za Natrijum-benzoat da koristite kao
konzervans?

PITANJA PUBLIKE DATA U PISANOJ FORMI

L .
(Ime i prezime) S —
(Ime 1 prezime) - ] - » e ) -
(Ime 1 prezime) . o E— ___
ZNACAJNI KOMENTARI
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NASLOV PREDLOZENE TEME

Na sluzbenom jeziku “Isputivanje farmaceutsko-tehnologkib karakteristika poluévrstih preparata sa
ctarskim uljem smilja 1 njihovog antimflamatornog dyclovanja na ko
Na engleskom jeziku “Studdy of the pharmaceutical, technological charachieristics of semi-solid

immortelle products and their anti-inflamatory eftects on the skin®

ObrazloZenje teme

U zadnje vrijeme, nauéno isteazivacki interes u farmaciji | medicing je usmjeren na proudavanie privodnih
resursa (autohtonog bilja), 1 njihovoj potencijalnoj primjent v farmakoterapiji. Lickovite biljke su istoriski
dokazale svoju vrijednost kao izvor molekula sa terapeutskim: potencijalom, a danas 1 dalje predstavliag
vazan potencijal za identifikaciju novih lickova, Poslednjih decenija, farmaceutska industrija se uglavnom
fokusirala na sinteticka jedinjenja kao izvor otkrivanja lickova. Medutim, u isto vrijeme postojt trend
opadanja u broju novih ljckova koji dolaze na tZziste, 1 na ta) nadin wticu na obnovljeno nauéno
interesovanje za otkrivanje ljckova iz prirodnih izvora, uprkos poznatim izazovima 1], Savrement
kozmencki 1 dermokozmetcki proizvodi za njegu koze, s obzirom na kriterijume u pogledu kvalirera,
bezbjednost i efikasnosti, treba da ispune niz zahtjeva, Sa jedne strane, Uredba U 122372000
kozmetickim proizvodima (Regulaton (1) No 122372009 of the Furopean Parliament) detinide zahtjeve
koji s¢ moraju ispuniti, a sa druge strane, sami korisnici/potrosadi postavliaju uslove koj se, prje svepa,
odnose na senzorne karakieristike protzvoda [2]. Bilint proizvodi su poslednjib godina u fokusu nauénih
istrazivanja zbog njihove velike potencijalne efikasnosti 1 boljeg bezbjednosnog profila 3]0 Naucmm
ispitivanjima potvrdena su brojna empirijska iskustva, a farmakolodkim i klimékim studijama atirmisana
realna terapijska svojsiva velikog broja ljckovith bilinih sirovina. Ovim je uivedena nauéna osnova 7
racionalou fitoterapiju. Prema Svijetskoj zdravsivenoj organizaciji (S7.0). 70-95" 4 svietske populacije oslanja
se na tradicionalnu medicinu za svoju primarnu zdravstvenu zaduw [, Biline supstance se éesto 1 efikasno
koriste i za topikalnu primjenu gdje ostvaruju lokalni ili sistemski efckar. Oni se inkorporirju v podlogu
koja predstavlja njihov nosac i omogucava njihovo farmakoloiko diclovanje. Koz je nad najvedi oroan, ona
uva migice, kosti, ligamente | unutradnje organe |3].

Rozne bolesti predstavljaju éeste zdravstvene probleme koji pogadaju sve uzraste, od novoradenéadr do
starijih, 1 uzrokuju negativae efckte na vise nad¢ina. Inflamatorne kozne balesti ukljuéujuct akne, kontakini
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alergijski 1 iritantni dermatitis i dr.vrste ckeema, izmedu ostalog, obuhvataju glavou oblast u dermapatologji
[6]. Ove bolesti su izazvane Sirokim spektrom stanja kao $to su genetska predispozicija, alergijske reakeije,
izlozenost faktorima iz okoline, kao i autoimune bolesti. Ove kozne bolesti ne uzrokuju samo spoljasnje
probleme, veé negativao utiéu na kvalitet Zivota pacijenata i mogu biti fatalne u nekim slucajevima.

Dok lokalni kortikosteroidi, oblik steroidaih antiinflamatornih ljeckova, ostaju primarna opcija lijecenja za
mnoge koZne bolesti u humanoj medicini, njihova dugotrajna upotreba medutim dovodi do visoke stope
recidiva i znacajnih neZeljenih efekata, posebno u pedijatrijskoj starosnoj grupi [7, 8]. Neke biljke i njihovi
diclovi se éesto koriste za lijeéenje ovih bolesti. Upotreba biljaka je stara koliko i ovjeéansivo, ‘Takode je
pogodna sirovina za proizvodnju novih sintetickih sredstava. U ovom istrazivanju izucavamo karakteristike
poluévrstih preparata sa etarskim uljem smilja i njihove pozitivne efekte na kozi. Ulje smilja pozitivno utice
na inflamatorne procese koze. Helichrisum italicam (I italicum) je tipiéna mediteranska biljka koja pripada
porodici Asteraceae, zvanom smilje. Karakterisu je jarko Zuto obojeni cvjetovi koji ne veau [9, 10]. Smilje
(Helichrysum itaficnm) raste na sunéanim kamenjarima i padinama Crne Gore, u pukotinama  stijena]
napustenim vinogradima i uz ivice puteva. Biljka je dobro prilagodena sredinama bez vode jer prirodno raste
na alkalnom, suvom, pjeskovitem 1 sitomasnom tlu na nadmorskoj visini od 2200 m [11]. Siablo je uspravno
i obraslo svilenkastim, gustim dladicama, visine do 40 centimetara, a cvjeta od maja do jula. Na vrhu stabla
nalaze sc Zuti cvjetiéi koji se koriste za dobijanje ulja. Rod Flelichrysum Miller obuhvata vise od hiljadu vrsta,
medu kojima su najpoznatije 1 najistraZenije veste Helichrysum italicam (Roth) G. Don [12], Tlelichrysum
stoechas (I..) Moench [13] i Helichrysum arenarium (I.) Moench [14], FL imlicum i [ stoechas
rasprostranjene po cijelom Mediteranu [15], ali su poscbno karakteristicne za jadeansku regiju [16] 1
Pirinejsko poluostrvo [17], dok se H. arenarium uglavnom nalazi u srednjoj Fvropi. Poseduje Sirok spektar
bioloskih aktuvnost, kao $to su antimikrobna, antinflamatorna i antoksidativna svojstva 1 tradicionalna
upotreba je vezana za respiratorne, digestivne i inflamatorna stanja koZe [18, 19]. Dosadasnja fitohemijska
ispitivanja ukazuju na prisustvo terpena kao $to su a-pinen, neril-acetat, nerol, a- 1 g-kurkumin, kao i geranil-
acetat u esencijalnom ulju HL dtalicum (HIEZQO). Medutim, hemijski sastav varira u odnosu na geografsko
porijeklo, vegetacioni ciklus i dali je koriicen svje ili susen biljni materijal [ 19]. Ulje sa podruéja crnogorske
sbale nije dovoljno ispitano i nema dovoljno istrazivanja koja definisu njegov konkretni sadrzaj binktivaih
supstanci. Pregledom literature ustanovljeno je da inkorporiranjem ulja smilja u poluévrste podloge, masnu
podlogu i gel pojacavaju njegovo antiinflamatorno djelovanje na kozne probleme, i osnazuju protektivoo
djelovanje na ostecenu kozu [20]. Jasno se ukazuje na pozitivne rezultate kori$éenja smilja u medicinske
svrhe iako nema puno podataka o realizaciji istog. Ovo istraZivanje ¢e se bavit ispitivanjem bioloske
aktivnost smilja sa podruéja Uleinja jadranske obale koje nije dovoljno ispitano njegovom hemijskom
|[karakterizacijom i bioloskom aktivnoséu, ispitivanjem poluévrstih preparata sa ctarskim uljem smilja i
procjenom antiinflamatornog djelovanja ovih poluévrstih preparata na zapaljenske procese koze.

Pregled istraZivanja = R e

Kao zastitni organ, koza predstavlja prvu spoljagnju liniju odbrane od virusa, bakterija i gljivica.U ko?i sq
nalaze 1. epidermisu imunoloske écli]c tzv. Langerhansove éelije koje uéestvujun u imunskim reakceijama, te
s toga koza predstavlja veoma vaZan imunski organ, Keratinociti su veoma aktivai u ovom procesu. Kod
upalnih bolest koZe odvijaju se razlicid patogeni mehanizmi koji ukljucuju imunoloske ¢elije i strukurne
celije tkiva [21]. Upalni procesi na koZi ¢esto uzrokuju stvaranje osipa. Obiéno je to odgovor imunoloskog
sistema. Neke od uobicajenih upalnih procesa koze ukljucuju: psorijazu, i infekeije koze uzrokovane
razlicitim infektivnim agensima, endogence 1 egzogene ckeeme. Pregledom literature dolazi se do zakljucka
da topikalne formulacije sa uljem smilja mogu da smanje upalne reakeije i procese na kozi. U literatur se
navodi da hemijski sastav ctarskog ulja smilja koji je odreden metodom masene spektrometrije identifikuje

sledece komponente: seskviterpenski ugljovodonici, sa ukupnim relativaim sadrZajem od skoro 60%, bili su

najzastupljenija klasa hemijskih jedinjenja, dok su monoterpenski ugljovodonici €inili 18, 52% od ukupnog
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sastava. Glavne detektovane komponente su g-kurkumen (14, 07%), Neril acetat (12, 96%), a-pinen (12,
38%), b-sclinen (11, 27%) i a-sclinen (7, 27%). Ncke od najkarakieristiénijih bioaktivaih jedinjenja
pronadenih it istraZivanih kod T italicum su: kafeinska kiselina koja pokazuje antioksidativne,
antiinflamatorne  efekte, hlorogena  kiselina  sa  antibakeerijskim,  antiviraloim antioksidativaim
karakteristikama,  pinocembrin  sa  antiinflamatornim  efektima,  kvercetin - sa  antibakterisjkim,
antinflimatornim 1 antioksidativnim  djelovanjem,  naringenio  sa antiioksidativnim,  antiviralnim,
antibakterjskim  djelovanjem, gnafalin sa  antinflamatornim  djclovanjem, luteolin sa  antviralnim
djclovanjem, ilirozid sa antiinflamatornim 1 antioksidativaim  djelovanjem, arzanol sa antiviralnim,
antioksidativoim, andiflamatornim, antibakterijskim djelovanjem, ursolna kisclina  sa antioksidativnim,
antiinflamatornim i antibakterisjkim efektom [22,23,24].

Nakon odredivanja sadrzaja u ulju smilja jako je vazno izabrad i pogodnu podlogu za formulaciju novog)
proizvoda. Zahtjevi koje podloga treba da ispunjava su brojni: fizioloska kompatibilnost, hemijska, fizicka i
mikrobioloska stabilnost, hemijska indiferentnost, moguénost inkorporiranja vode i teénih supstanci,
kompatibilnost sa velikim brojem ljckovitih supstanci, brzo i lako oslobadanije ljckovite supstance sa ciljem
postizanja optimalnog terapijskog  cfckia, odgovarajuéa reoloska svojstva koja omoguéavaju dobru
razmazivost, odgovarajuéa temperatura topljenja (oko 40°C), s obzirom na temperaturu povriine koze
(oko 32°C), koja ce lijek uciniti pribvatljivim za primjenu. Medutim, podloga nije samo pasivii nosaé lijeka,
ved 1 sama moZe imati izvjesno dejstvo na oboljelu kozu (npr. emolijentno) i zastitnu/protektivau ulogu na
zdravoj kozi, te je vazno poznavati i njena fizicko-hemijska svojstva. U lokalnoj terapiji akutnih dermatoza,
uobicajeno se za ljckovitu supstancu biraju hidrofilne podloge (gelovi, hidrofilni keemovi), a kod hroniénily
dermatoza preporucuju se lipofilne podloge (kremovi, oleogelovi, hidrofobne (bezvodne) masti ili masti
koje emulguju vodu (apsorpcione masti). Na suve dermatoze nanose se okluzivni premazi (bezvodne masti
i lipofilni kremovi), koji sprecavaju gubitak vlage, omeksavaju kozu i éine je elasticnijom. Kada je
dermatoza pracena sveabom (pruritis), crvenilom i toplinom koze, kao podloge za ljckovitu SUPStancy se
predlazu hidrogelovi ili hidrofilni kremovi [23].

Iarmaccutsko-technoloska 1 biofarmaceutska, kao i druga potrebna ispitivanja preparata poluévrste
konzistencije, obuhvataju farmakopejska (obavezna) ispitivanja i dodatna (neobavezna) ispitivanja, koja se
navode u literaturi ili su preporuke odgovarajucih struénih udruZenja. Ova ispitivanja su vazna jer diktiraju
kvalitet i stabilnost poluévrstih preparata. Kod poluévestih preparata za primjenu na kozi, mogu s
sprovesti sledeca ispitivanja: izgled preparata, odredivanje sadezaja ljckovite  supstance, ispitivanje
konzistencije, ispitivanje reoloskih osobina, ispitivanje razmazivost, sposobnost emulgovanja vodom,
odredivanje sadrzaja vode, ispitivanje tipa emulzija, odredivanje velicine Eestica ljckovite supstance
mjcrenje pH vrijednosti, odredivanje mikrobioloskog kvaliteta/dstoce, odredivanje sadrzaja konzervansa,
odredivanje sadrzaja antioksidansa, ispitivanje mase punjenja ili volumena punjenja, ispitivanje oslobadanja
aktivne supstance 1z polucvrstih preparata za primjenu na kozi [25]. Ispitivanje stabilnosti poluévrstih
preparata za primjenu na koZzi baziraju se na podacima o ponasanju i svojstvima ljckovite supstance i
farmaccutskog oblika, pod uticajem razlicitih faktora iz okoline, kao §to su: temperatura, viaga i svjetlost.
Stres (Sok) testovi se oznacavaju kao testovi forsirane razgradnje. Oni pomazu u izboru najbolje
formulacije odredenog farmaceutskog oblika. Nakon 6 do 8, obiéno 24-¢asovnih ciklusa na visokoj (40°C

_il_i_-l.‘i_'f(:)_ i niskoj temperaturi (4°C ili éak -10°C), preparat treba da ostane stabilan § bez vidljivih znaka
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odvajanja faza. ITemijska stabilnost se odreduje testovima ubrzanog starenia, izlaganjem dovoljnog broja
uzoraka povifenoj i sniZenoj temperaturi u klima komorama, nakon éega se vrsi ispitivanje definisanih
hemijskih parametara. Mikrobioloska stabilnost poluévrstih preparata, ispituje se sa ciljem provjcre
mikroboloske distoce preparata, posto bi mikroorganizmi prisutni u lijcku mogli da naskode pacijentu. U
ciliu procjene mikrobioloske stabilnosti ovih preparata, vrdi se ispitivanje Mikrobioloskog kvaliteta (Ph.
Eur. 10 dio 5.1.4.) i efikasnost konzervansa |26).

Nakon ispitivanja formulacija praticemo klinicke efekte na 100 ispitanika sa inflamatornim procesima na
kozi. Ncki od klinickih aspekata koji ée se pratiti su smanjenje svraba, suvoée, iritacije i duZina trajanja
simptoma,

Cilj i hipoteze
Ciljevi istrazivanja:

- Ispitati hemijski sastav etarskog ulja smilja sa ulcinjske obale Jadranskog mora, fizicka i hemijska i biolodka
svojstva etarskog ulja smilja.

- Definisati farmaceutsko tehnoloski postupak izrade poluévrstih preparata, formulisati polucvrste preparate
mast i gel sa aktivnim sastojkom ctarskim uljem smilja.

- Ispitati farmaceutsko tehnoloske karakteristike poluévrstih preparata, izvrsiti procjenu podnodljivost
preparata i farmakoloskog dejstva na zapaljenske reakcije koze.

Hipoteze istrazivanja:
-Postoje biokativne supstance sa antiinflamatorinim djelovanjem u ulju smilja.
-Poluévrsti preparati sa dodatkom ctarskog ulja smilja su kvalitetni preparati za primjenu na kozi.

-Postoji farmakoloski efekat farmaceutskih topikalnih preparata sa dodatkom ulja smilja na inflamatorne
procese koze.

Materijali, metode i plan istraZivanja

Istrazivanjem je planirano obuhvatiti 100 ispitanika. Garantovana je anonimnost svim ispitanicima koji sc
budu ukljuéili u istraZivanje, kako u toku studije, tako i nakon nje.

Kriterijumi za ukljuéenje v istrazivanje: U istraZivanje ée biti ukljuceni ispitanici sa upalnim procesima
koZe (atopijski dermatitis, kontaktni alergijski i iritantni dermatitis i dr.vrste ckeema ) stariji od 12 godina,
koji imaju izraZene probleme najmanje 7 dana.

Kriterijumi iskljuenja: Iz istraZivanja éc biti iskljuceni ispitanici koji piju ljckove iz geupe kortikosteroida,
antibiotika, antihistaminika, metotreksat, trudnice, dojilje, djeca mlada od 12 godina, onkoloski pacijenti |
psihijatrijski pacijenti.

Prva faza ispitivanja

Ispitivanje fizicko-hemijskih karakteristika ulja smilja

U toku naseg istrazivanja koristicemo ctarsko ulje dobijeno pamnom destilacijom iz populacija Helichrysum

italicum na lokalitctu kod Ulcinja. Parna destilacija predstavlja hidrodestilaciju tokom koje se usitnjeni biljni
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materijal nalazi u kotlu na resetki podignutoj od dna, a vodena para dolazi iz generatora pare smjetenop,
izvan kotla i prolazi kroz biljnu masu. Karakterizacija sastava etarskog ulja vriiée se na gasnom
hromatografu  Shimadzu  QP2020 sa SSI. injektorom, kuplovanim  sa  tripl-kvadrupol  masenim
spektrometrom. Komponente se razdvajaju na koloni Z13-5MSplus (30 m x 0, 25mm; 0, 25um debiljina
filma) sa helijumom kao noseéim gasom. Uzorci se pustaju po SCAN metodi pri konstantnom protoku od}
2.40 ml/min, snimanjem opsega masa m/z 50-500 (E170eV).

Program analize ctarskog ulja teaje 58 min.

Organolepticki izgled (miris, boja i homogenost uzorka) pratice se vizuelnim pregledom ckstrakata.

Za ispitivanje koristicemo identiéne epruvete od bezbojnog, prozirnog, neutralnog stakla. Boje su uredenc
posmatranjem pri difuznoj dnevnoj svjetlosti, horizontalno prema bijeloj pozadini.

Druga faza ispitivanja

Priprema formulacija za ispitivanje

Za ovo istraZivanje ¢éemo odabrati dvije podloge, masna podloga i gel podloga. Za izradu preparata
koristice sc sledeéa oprema:

Precizna digitalna vaga (Adam Lquipment).

Magnetna mjesalica (Isolab- Laborerate GmbI - Germany)

Mast se priprema mijeSanjem etarskog ulja I italicum sa Eucerin podlogom dok se ne dobije
homogenizovani uzorak. Fucerin baza sadrzi mjesavinu holesterola, lanolina, teénog parafina i bijeli
vazelin.

Za pripremu jednostavne gel baze se koristi karbomer, propilenglikol, rastvor trictanolamina i voda.
Karbomer se pomijesa sa vodom do formirane disperzije. Ova disperzija se pomijesa sa propilenglikolom,
rastvorom trietanolamina i smjeda se ostavlja da nabubri. Gel esencijalnog ulja od 0,5%v/v e biti
pripremljen mijesanjem 0,5 g ulja u 99,5 g gela.

Obje formulacije se mogu konzervisati sa Na-benzoatom.

Sastav podloge za izradu preparata

Sastav masne podloge - INCI (International Nomenclatuge of Cosmetic Ingredients) naziv
Holesterol = Cholesterol (proizvodaé Meilab, Beograd, Srbija).

Lanolin — Lanolin (proizvodaé Mcilab, Beograd, Srbija).

Teéni parafin - Paraffinum liquidum (proizoda¢ Meilab, Beograd, Srbija).

Bijeli vazclin — Petrolatum (proizvodac Meilab, Beograd, Stbija).

Sastav gel podloge - INCI (International Nomenclature of Cosmetic Ingredients) naziv

Karbomer - Polyacrylic acid (Carbomer) (proivodaé Meilab, Beograd, Stbija).

Propilenglikol - Propylene Glycol (proizvodaé Meilab, Beograd, Stbija).

Trictanolamin - Tricthanolamine (proivodac Meilab, Beograd, Scbija).

Demincralizovana voda — Aqua (proizvodaé Meilab, Beograd, Srbija).

Razvoj podlogc za inkorporiranje ulja smilja izvrdice se s ciliem razvoja novog proizvoda kojim bi se,
omu;,uc:ln pacijentima, th u zavisnosti od promjene na kozi, odaberu masni ili gel preparat, |If nrmnll«.‘.m
preparati treba da omnguca, lako i brzo razmazivanje i da nakon primjene stvore prijatan 0=<.c'1, na kozi

[28].
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Treéa faza ispitivanja

Ispitivanje poluévrstih preparata sa ctarskim uljem smilja

Izgled formulacija — predstavlja vizuelno pracenje preparata, boja, izgled, miris, konzistencija, aplikativne
karakteristike masti i gelova sa etarskim uljem smilja. Sprovode se organolepticka ispitivanja uzoraka,
inicijalno, 7 dana nakon izeade, kontrolno mijerenje nakon 1 mjeseea i poslije

3 mjeseea cuvanja na sobnoj temperaturi (20£3°C).

Ispitivanje razmazivosti

Razmazivanje/raspostriranje poluévrstih preparata, na ko je vazna osobina i podrazumijeva njegovu
sposobnost da se nanese (razmaZe, utrlja) na koZi. Ispitivanje ¢e se vrditi ekstenziometrom tako da sd
uzorak polucvestog preparata odredenog volumena postavi izmedu dvije staklene plode ovog uredaja i
gornjoj plodi se poveéa tezina, stavljanjem tega u odredenim vremenskim intervalima.

Ispitivanje reoloskih osobina

U cilju dobijanja podataka koji ukazuju na eventualne promjene u fizickoj stabilnosti uzoraka i sagledavania
aplikativnih karakteristika preparata (masti i gelova), sprovedena ée biti njihova reoloska karakterizacija.
Kontinualna reoloska mijerenja sprove$ée se na reometru Paar Physica (Njemacka) primjenom kupa-ploéa
mjernog sistema. Sva mijerenja ponovice se tri puta, pod sledecim uslovima: kupa-ploéa mjerni sistem
(dijametar kupe 25 mm,ugao 1°), debljina mjerenog uzorka 0,05 mm, temperatura 20 + 0,1 °C, brzina
smicanja 0 do 200 s-1 (120 s, uzlazna kriva) i 200 do 0 s-1 (120 s, silazna kriva).

Mjerenje pH vrijednosti

Mjerenje pH preparata vrsi se potenciometrijskom metodom (2.2.3. Ph. Eur. 10.0), direktnim uranjanjem
clektrode pll-metra u ispitivane uzorke. Prije pocetka radni aparat se bazdari na propisan nacin. Oprema
koje se koristi je pH metar, Hanna Instruments, 1 841 7, SAD.

Ispitivanje stabilnosti formulisanih preparata

Planirano je na sledeéim uslovima:

- tokom Cuvanja uzoraka na sobnoj temperaturi (22+ 2 °C ) u trajanju od 12 mijeseci (u definisanim
terminima ispitivanja: 48 sati nakon izeade , kao i nakon 30, 90,180 i 360 dana).

- nakon izlaganja uzoraka stresnim uslovima: cikliéna promjena temperature (Sciklusa: 48

sati na 45 “C, 48 sati na 22+ 2 °C, 48 sati na 5 °C )

- poslije centrifugiranja: uzorci se centrifugiraju u laboratoriji centrifuge, 48 sati nakon proizvodnje, na
sobnoj temperaturi (22 2 °C), na 3000 o/min. (2x15 min.).

Nakon izlaganja formulisanih uzoraka gore navedenim uslovima, procijenjena ée biti fizickohemijska
stabilnost testiranih uzoraka:

1. pr:t(:'cnjcm promjena organoleptickog izgleda,

2. pr.’léen}cm promjena pll vrijednosti,

4. ])mécnjcm promjena minimalnog prividnog i maksimalnog prividnog viskoziteta.

Oprema koje se koristi,

Viskozimetar, IHaake, RV 12, Njemacka,

pH metar, Hanna Instruments, H 8417, SAD,

Laboratorijska centrifuga, T'ehnica, Slovenija,

Klimatska komora, Sutjeska, Srbija,

_Frizider, Gorenje, Slovenija.
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Ispitivanje mikrobiolokog kvaliteta formulacija

Poluévrsti preaparati za kozu pripadaju kategoriji nesterilnih - farmaceutskih - oblika.  Mikrobioloski
kvalitet/cistoéa polucvrstih preparata za kozu treba da odgovara propisu Ph.Eur 10.0 (5.14), za kategoriju 2
i zadovolji sledece zahtjeve:

-ukupan broj acrobnih Zivih mikroorganizama ne vise od 100 Zivih acrobnih bakterija i gljivica po gramu ili
mililitru preparata,

- ne vise od 10 enterobakterija i nckih drugih gram negativaih bakterija po geamu ili mililitru - odsustvo
Pscudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus.

Za ispitivanje mikrobioloskog kvaliteta koristicemo membranske filtere od celuloznog nitrata sa velicinom
pora 0.45 pm.

Cetvrta faza ispitivanja

Ispitivanje antinflamatornog cfekta preparata sa uljem smilja na kozne inflamatorne procese. Topikalni
preparati bi se primjenjivali 21 dan 2-3 dnevno i pratili efekti na koZi. Efekti ée se pratiti i evidentirati u
cetiri termina. Tokom tog perioda pacijent ée se pratiti i ocjenjivaée se njihovo stanje. Za procjenjivanije
uspjesnosti lijeéenja za atopijski dermatitis majéeice se koriste dva indeksa:  SCORAD index (najsire
zastupljen i najsire prihvacen) i TIS index (ispituje tri parametra iz SCORAD indeksa: critem, edem i
ckskorijacije.). U ovom istraZivanju ¢emo koristiti SCORAD index. Ovo je najvise validirani scoring sistem
za inflamatorne bolesti koZe. U velikom broju radova je prikazana uspjesnost lijeéenja ovim indexom. Diol
intenziteta SCORAD-a se sastoji od 6 stavki: eritem, cdem/papulacija, ckskorijacije, lihenifikacija, kruste i
suvoca. Svaka stavka se moZe ocijeniti na skali od 0 do 3. Pored toga SCORAD index sadr7i i 2 subjektivia
kriterijuma: nesanica (sleep disturbances) i svakodevni svrab (itching). Stepen se moze ocjeniti od 0 do 100.
Formula SCORAD indeksajee A /5 +TB / 2+ C. U ovoj formuli A je definisano kao stepen (0-100), B
je definisan kao intenzitet (0-18), a C je definisan kao subjektivni simptomi (0-20). Maksimalni rezultat
SCORAD indceksa je 103. Objektivai SCORAD se sastoji od stavki obima i intenziteta; formula je A /5 +
7B / 2. Maksimalni objektivni SCORAD skor je 83 (sa 10 dodatnih poena za teske deformiduce ckeeme]
lica i saka). Jako je bitan i subjektivni osjecaj, zbog toga pacijenti takode treba da procjene svoj dermatitis,
jer je njihovo blagostanje najvazniji aspekt lijecenja. Zbog toga su razvijeni razliciti rezultati samoprocjenc
za pacijente sa inflamatornim bolestima koZe, uk]ju{':u}uéi SCORAD orijentisan na pacijente. SCORAD
orijentisan na pacijenta dobro korelira sa SCORAD indeksom [27, 28).

Klinicki efekti nakon procjene ¢e se klinicki obraditi i procjeniti efekat topikalnih preparata koriséenih za
tretitanje ove problematike.

Statisticka analiza

Statisticka znacajnost razlika procjenjivaée se na minimalnom nivou od p = 0.05. Statsticka analiza
podataka izvrsice se pomocu komercijalnog statistickog softvera SPSS Statistics 18 (Statistical Package for
the Social Sciences, version 18.0, SPSS Inc., Chicago, USA). Podaci ée biti prikazani tekstualno, tabelarno i

graficki, uz koriséenje MS Excel, a statisticke analize bice sprovedene uz pomoé SPSS softvera verzija 18. i

Oc&ckivani nauéni doprinos

[spitivanje bioloske aktivnosti etarskog ulja smilja sa podrudja Ulcinja jadranske obale i njegovop)

potencijalnog antiinflamatornog efekta na koZi koje do sada nije dovoljno istraZeno. Formulisanje

polucvrstihpreparata (masti i gelova) sa ctarskim  uljem smilja sa zadovoljavajudim farmaccutsko
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tchnoloskim  karakteristikama i zadovoljavajuéim  mikrobioloskim  kvalitetom omoguéava  smanjenje
koriscenja kortikosteroida i kao rezultat toga manje nezeljene efekie na ko#i.

[strazivanje ovog tipa ¢e se prvi put raditi u nadoj zemlji. U literatri nema podataka o primjeni smilja sa
podruéja Ulcinja jadranske obale za koZu i na razna oboljenja koZe ( atopijski dermatitis 1 jo§ neke vrsty
ckeema).

Ovo istrazivanje ¢e predstavljati originalni nauéni rad na dobijanju novih farmaceutskih-farmakoloskih
informacija u cilju razvoja dermatoloskih formulacija #a tretman antiinflamatornog oboljenja koZe.

Rezultati koji ¢e proisteéi iz ovog istraZivanja omoguéice pocetak primjene autohtonog bilja kod
inflamatornih oboljenja koZe u klinickoj praksi, tj. dati smjernice na osnovu kojih ée se omoguditi njthova

dermalna primjena sa manjim rizikom a boljim cfcktom, u personalizovanoj tecapiji.
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