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IZVESTAJ
1. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija pod nazivom Spontanoemulgujucée nanoemulzije za primenu kurkumina
na koZi: istraZivanje uticaja medufaznih fenomena u koloidnom sistemu na efikasnost
isporuke i biolosku aktivnost sadrzi Sest poglavlja: 1. Uvod, 2. Ciljevi istrazivanja, 3.
Eksperimentalni deo, 4. Rezultati i diskusija, 5. Zakljucak i 6. Literatura. U okviru doktorske
disertacije, na njenom pocetku, priloZen je sazetak na srpskom i engleskom jeziku, a na kraju su
odgovaraju¢i prilozi doktorskoj disertaciji: spisak publikovanih i saopstenih radova koji ¢ine deo
doktorske disertacije, kratka biografija kandidata, i potpisane izjave kandidata o autorstvu,
istovetnosti Stampane i elektronske verzije i koriS¢enju doktorske disertacije.

Disertacija je napisana na 139 strana (pocevsi od uvoda, zaklju¢no sa popisom literaturnih
referenci) 1 sadrzi 62 slike (13 u uvodu, 5 u eksperimentalnom delu, 44 u rezultatima i diskusiji) 1
21 tabelu (7 u uvodu, 14 u rezultatima i diskusiji). Pregled literature sadrzi 232 navoda.

Uvod sadrzi 8 poglavlja (sa odredenim podpoglavljima), u kojima su jasno navedene informacije
relevantne za predmet proucavanja doktorske disertacije. Na samom pocetku, u prvom delu



uvoda, dat je osvrt na razlicite koloidne sisteme, dok je u drugom delu uvoda vise reci bilo o
njihovim moguénostima primene u nanomedicini, klasifikacijama nanosistema, te trenutno
vaze¢im definicijama relevantnih nauc¢nih i regulatornih tela (Evropska komisija, Evropska
fondacija za nauku, Evropski savet za istrazivanje u medicini, Evropska tehnoloska platforma za
nanomedicinu, Evropska laboratorija za karakterizaciju nanolekova, Administracija za hranu i
lekove  Sjedinjenih  Americkih  Drzava) koje se odnose na nanomedicinu i
nanomaterijale/nanolekove. U nastavku, u treem delu uvoda, navedene su prednosti koje
nanosistemi imaju nad konvencionalnim nosa¢ima aktivnih supstanci. Cetvrti deo uvoda
konkretnije se bavi nanoemulzijama, njihovim svojstvima, metodama izrade, teorijom
nanoemulzifikacije 1 mehanizmima stabilizacije ovih koloidnih sistema. Poseban segment u
ovom delu uvoda posvecen je savremenim nalazima medupovrSinskih svojstava nanoemulzija, u
kontekstu doprinosa njihovoj stabilnosti. Ovaj element u uvodu je od posebnog znacaja jer do
sada nije detaljnije razmatran i tumacen. Peti deo uvoda detaljno se bavi metodama
karakterizacije nanoemulzija — in chemico 1 in vitro: procena veliCine, oblika, morfoloskih
karakteristika i povrSinskog naelektrisanja kapi, karakteristika medupovrSinskog sloja, ispitivanje
kinetike oslobadanja aktivne supstance iz nanoemulzije kao i1 odredivanje interakcija
nanoemulzije sa bioloSkim sistemima. Imaju¢i u vidu kompleksnost nanosistema i izazove koji
se srecu u njihovoj karakterizaciji, uz znacajnu heterogenost u nac¢inima sprovodenja merenja i
interpretacije rezultata, dat je osvrt na aktuelne preporuke i protokole za sprovodenje ispitivanja,
uz analizu prednosti i nedostataka najée$c¢e kori§éenih metoda karakterizacije. Sesti deo uvoda
posvecen je pregledu stanja na trziStu farmaceutskih preparata koji su po tipu nanoemulzije, a
namenjeni su lokalnoj primeni. Sedmi deo uvoda posvecen je teorijskim aspektima primene
lekova putem koze, te metodama za poboljSanje dermalne raspolozivosti lekovitih supstanci —
primenom hemijskih pojacivada penetracije ili fizickih metoda za poboljSanje dermalne
raspolozivosti, sa posebnim osvrtom na jontoforezu (primenu elektricne energije). Poslednji,
osmi deo uvoda, posvecen je kurkuminu — model aktivnoj supstanci 1 njegovim fizickohemijskim
1 bioloskim svojstvima. Literaturni navodi u uvodu su savremeni i potvrduju aktuelnost teme ove
doktorske disertacije.

Ciljevi istraZivanja su jasno i precizno definisani. Sveukupni cilj istrazivanja ove doktorske
disertacije je razvoj niskoenergetskih nanoemulzija za unapredenu dermalnu isporuku
kurkumina, uz razumevanje kompleksnih interakcija koji su u osnovi nastanka ovih koloidnih
sistema, a koje do sada nisu u potpunosti istrazene. Takode, cilj je i da se performanse
kurkumina, kao bioaktivne molekule sa nizom potencijalno povoljnih efekata, maksimizuju kroz
njegovo inkorporiranje u pazljivo dizajniran nosa¢ (nanoemulziju). Uporedo sa tim, cilj je i
razmatranje odredenih aspekata fizi¢kih i hemijskih modaliteta za poboljSanje isporuke aktivnih
supstanci w/kroz kozu, sa idejom da se dizajnira prototip inovativnog adhezivnog flastera za
dermalnu primenu koji ¢e biti baziran na kombinaciji primene elektricne energije, kao fizicke
metode za poboljSanje dermalne isporuke, i nanoemulzija, kao unapredenih nosaCa sa
nanostrukturom. Aktivnosti usmerene ka ostvarivanju navedenih ciljeva organizovane su u 4 faze
eksperimentalnog rada.

Eksperimentalni deo doktorske disertacije sadrzi detaljno opisane materijale i metode koris¢ene
u istrazivaCkom radu (preformulaciona istrazivanja, izrada nanoemulzija, opsezZna
fizickohemijska, biofarmaceutska i1 bioloSka karakterizacija). Eksperimentalni rad sproveden je
kroz Cetiri faze.



U prvoj fazi eksperimentalnog rada detaljno su opisani svi segmenti preformulacionih
istrazivanja — ispitivanje rastvorljivosti kurkumina, ispitivanje faznog ponaSanja (uz konstrukciju
faznog dijagrama) u pseudoternarnom sistemu koji se sastoji iz triglicerida srednje duzina lanca
— MCT (kao masne faze), polisorbata 80 - P80, i lecitina soje - Le (u odnosu 9:1, kao
stabilizatora), 1 visokopreciS¢ene vode (kao vodene faze). Pored detaljnog opisa postupka izrade
nanoemulzija spontanoemulguju¢im postupkom, dat je vrlo detaljan opis uredaja i postupaka
fizickohemijske karakterizacija odabranih formulacija: ispitivanje veli¢ine i distribucije veli¢ina
kapi (foton korelaciona spektroskopija, laserska difrakcija), povrSinskog naelektrisanja (kroz
odredivanje zeta potencijala), morfologije kapi (mikroskopija atomskih sila - AFM), pH
vrednosti, elektricne provodljivosti,  viskoziteta 1 termalnog ponaSanja (diferencijalna
skeniraju¢a kalorimetrija - DSC), ispitivanje dinamike medupovrSinskog sloja (elektron
paramagnetna rezonantna (EPR) spektroskopija). Poseban segment prve faze istrazivanja
posveéen je i1 razumevanju tranzitornih struktura koje nastaju tokom izrade nanoemulzija
spontanoemulgujué¢im postupkom, Cija ispitivanja su takode opisana (primenom polarizacione i
mikroskopije atomskih sila) 1 tumacena u kontekstu savremenih teorija stabilizacije
nanoemulzija. Nakon kratkorocne studije stabilnosti, eksperimentalni segmenti prve faze
istrazivanja obuhvatili su 1 odredivanje kapaciteta za solubilizaciju kurkumina u odabranoj
formulaciji, te sprovodenje istog seta fizickohemijskih ispitivanja koje su sprovedene i na
placebo nanoemulzijama, uz odredivanje lokalizacije aktivne supstance u formulaciji (primenom
EPR spektroskopije).

U drugoj fazi eksperimentalnog rada opisan je postupak modifikacije formulacija dodatkom
hemijskih pojaCivaCa penetracije u masnu fazu nanoemulzija (monoterpena 1,8-
cineola/eukaliptola ili pinena), uz procenu efekta promene u sastavu formulacije na
fizickohemijske karakteristike nanoemulzija (veli¢ina i distribucija veli¢ina kapi, povrSinsko
naelektrisanje, morfologija kapi, pH vrednost, elektricne provodljivost, viskozitet, termalno
ponasanje, dinamika/fluidnost medupovrSinskog sloja). Sa ciljem uspostavljanja relevantne
korelacije izmedu formulacionih parametara i fizickohemijskih svojstava od znacaja, uz
odredivanje viskoziteta, u ovom segmentu je opisana i metoda odredivanja gustine masne faze -
triglicerida, srednje duzine lanca (samostalno), odnosno njihova kombinacija sa 1,8 cineolom
(1:1) ili pinenom (1:1). Dodatno, procenjen je i uticaj solubilizacije kurkumina u formulacijama
sa hemijskim pojacivacima penetracije na njihove fiziCkohemijske karakteristike (primenom ve¢
navedenih metoda). U poslednjem segmentu druge faze eksperimentalnog rada opisan je i
postupak odredivanja dugorocne stabilnosti odabranih nanoemulzija (tokom godinu dana, na
sobnoj temepraturi 1 zasticeno od direktnog izvora svetlosti), pra¢enjem veli¢ine i distribucije
veli¢ina kapi, zeta potencijala i pH vrednosti, kao i1 sadrzaja kurkumina u nekoliko vremenskih
taCaka (inicijalno — nakon 24 h od izrade, zatim nakon 1 meseca, 6 meseci i godinu dana).

Fokus tre¢e faze eksperimentalnog rada usmeren je ka odredenim aspektima biofarmaceutske
procene (ispitivanje in vitro oslobadanja kurkumina iz nanoemulzija), te in vitro proceni
bezbednosti i1 bioloskih efekata odabranih nanoemulzija. Kako je oslobadanje aktivne supstance
iz formulacije vazan preduslov za ostvarivanje efekata, detaljno je opisan postupak in vitro
ispitivanja oslobadanja kurkumina iz nanoemulzija primenom vertikalnih difuzionih (Franz-ovih)
¢elija. U nastavku, sa ciljem procene odredenih bioloSkih efekata kurkumina per se i iz
formulacija, opisani su postupci odredivanja antioksidativnog potencijala primenom DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) 1 FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) testova, kao i1
procena antioksidativnog potencijala primenom EPR spektroskopije. Primena in vitro
metodologija u preliminarnoj proceni bezbednosti, a zatim i efikasnosti nanosistema predstavlja




vrlo vazan segment karakterizacije, ¢ine¢i prekretnicu u daljem toku istrazivanja. Kako bi se
procenio bezbednosni profil izradenih nanoemulzija, najpre je sproveden COMET test na
¢elijama cele humane periferne krvi (u cilju procene genotoksicnog efekta), a nakon toga i
procena citotoksicnosti kroz MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromid)
test na nekoliko ¢elijskih linija (¢elije humanog cervikalnog karcinoma — HelLa; ¢elije humanog
melanoma — Fem-X; normalni humani fibroblasti plu¢a — MRC-5; normalni humani keratinociti
— HaCaT). U nastavku, primenom istih metodologija, odabrane formulacije sa kurkuminom
podvrgnute su proceni efikasnosti ostvarivanja odredenih bioloskih efekata, za koje postoje
literaturni navodi. Sprovedena je i analiza ¢elijskog ciklusa HeLa i Fem-X ¢elija nakon tretmana
kurkuminom iz rastvora, nanoemulzijom sa kurkuminom, odnosno placebo nanoemulzijom. Na
samom kraju ove faze, procenjena je bezbednost placebo formulacija u in vivo studiji procene
iritacionog potencijala, pracenjem efekta formulacija na odabrane biofizicke parametre koze:
transepidermalni gubitak vode (engl. transepidermal water loss — TEWL), eritema indeks (engl.
erythema index - EI) 1 stepen hidratisanosti stratum corneum-a (vlaznost stratum corneum-a,
engl. stratum corneum hydration - SCH).

Cetvrta faze eksperimentalnog rada, jednim delom, posveéena je razvoju dermalnog adhezivnog
sistema za isporuku aktivne supstance u kozu primenom jontoforeze. Za tu namenu, koris¢ene su
adhezivne elektrode i izvori napajanja od 9 V1 32 V, dok je protok struje kontrolisan programom
koji je napisan u Arduino 1.18.11 razvojnom okruzenju. Kako bi se uspostavio adekvatan
protokol za sprovodenje samog postupka jontoforeze, na pocetku su varirani uslovi u pogledu
napona izvora struje, 1 duZine trajanja jontoforeze, odnosno primene kontinuiranog ili
intermitentnog protoka elektricne energije kroz kozu. Nakon sprovedene in vivo studije procene
iritacionog potencijala, protokoli koji nisu ispoljili nezeljene efekte na kozi ispitanika, odabrani
su za dalji rad.

U nastavku poslednje faze eksperimentalnog rada, sprovedena je in vivo procena penetracije
kurkumina primenom tape stripping metode, 1 analiziran je i uporeden efekat hemijskih
pojacivaca penetracije (1,8-cineola ili pinena), odnosno jontoforeze kao fizicke metode za
poboljsanje dermalne raspolozivosti kurkumina.

Sve metode 1 protokoli koji su koris¢eni u eksperimentalnom radu ove doktorske disertacije su u
skladu sa savremenim zahtevima nau¢noistrazivackog rada u ovoj oblasti, i sprovedeni su prema
aktuelno vazeéim preporukama, odnosno standardnim operativnim procedurama (za one metode
za koje ove procedure postoje). Primenjene metode i protokoli su omogucili dobijanje
objektivnih 1 pouzdanih rezultata na osnovu kojih je bilo moguce doneti adekvatne naucne
zakljucke.

Sva ispitivanja na humanim dobrovoljcima sprovedena su u skladu sa HelsinSkom deklaracijom,
primenom protokola odobrenog od strane EtiCkog komiteta za biomedicinska istrazivanja
Univerziteta u Beogradu — Farmaceutskog fakulteta.

Rezultati i diskusija su prikazani na 39 stranica teksta, i sadrze 44 slike i 14 tabela, prateci
prethodno opisane faze eksperimentalnog rada. Rezultati su tumaceni na razumljiv i adekvatan
nacin, i diskutovani u svetlu savremenih nalaza drugih autora koji se bave ovom oblascu.
Takode, kandidat je izneo i svoja tumacenja dobijenih rezultata, proSirujuéi nalaze istrazivanja u
oblasti formulacije nanoemulzija i dermalne primene lekova.



U poglavlju Zakljuéak, u skladu sa rezultatima dobijenim u svim fazama istrazivanja, navedeni
su najznacajniji zakljucci svake od cCetiri eksperimentalne celine. Takode, naveden je 1 opsti
zakljucak, uz osvrt na moguc¢a buduca istrazivanja.

U poglavlju Literatura navedene su 232 reference, citirane Harvardskim stilom.
2. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

U skladu sa eksperimentalnim planom, rezultati ove doktorske disertacije podeljeni su u cCetiri
celine, 1 tako su izneti 1 tumaceni.

Kao rezultat prve faze eksperimentalnog rada, nakon selekcije ekscipijenasa, primenom
spontanoemulguju¢eg postupka kao niskoenergetske metode izrade, pripremljene su
nanoemulzije sa trigliceridima srednje duzine lanca kao masnom fazom, smesom polisorbata 80 i
lecitina soje u odnosu 9:1 kao stabilizatorima, i visokoprec¢is§¢enom vodom kao vodenom fazom.
Kroz set eksperimenata, rasvetljeni su neki od fundamentalnih aspekata odgovornih za nastanak
nanoemulzija kroz niskoenergetski postupak izrade. Pokazano je da, sa odabranim
ekscipijensima i njihovim konkretnim udelima, na samom kontaktu masne i vodene faze, usled
infiltracije smeSe masne faze i stabilizatora u vodenu fazu, dolazi do stvaranja visokoviskozne
lamelarne tec¢nokristalne strukture, koja se daljim meSanjem transformise i ,,otkida“, dajuci
dispergovane kapljice ulja stabilisane slojem emulgatora.

Pra¢enjem faznog ponaSanja u sistemu sa 10% m/m masne faze, pokazano je da nanoemulzije
izradene spontanoemulgujué¢im postupkom mogu nastati u uskom opsegu masenih odnosa smese
surfaktanata i masne faze (engl. surfactant-to-oil-ratio — SOR) - od 0,7 do 1,5. Tako izradene
nanoemulzije imale su prosecan hidrodinamicki dijametar kapi u opsegu od 105 nm do 167 nm,
uz relativno usku distribuciju veli¢ina kapi (indeks polidisperznosti<0,2). Apsolutna vrednost
zeta potencijala bila je iznad 30 mV (ukazujuéi na dobru dugoro¢nu stabilnost), a pH vrednost u
opsegu od 4,35 do 4,86. Pokazano je da veliCina kapi opada sa porastom SOR, pri ¢emu, kada je
SOR>1, uz smanjenje veli¢ina kapi, dolazi i do znacajnog povecanja distribucije veli¢ina, usled
stvaranja veceg broja frakcija kapi malih dimenzija.

Smanjenje veli¢ina kapi sa porastom SOR znacajnije je do momenta dostizanja SOR=1. Nakon
toga, usled zasi¢enja medupovrSinskog sloja i specifi¢nog molekularnog uredenja stabilizatora na
zakrivljenim nanopovrS§inama, daljim povec¢anjem SOR ne dobija se podjednako znacajan efekat
na smanjenje veliCine kapi. Dobijeni rezultati idu u prilog savremenim analizama
medupovrsSinskih slojeva nanoemulzija sa jonskim stabilizatorima, koji ukazuju na razlike u
molekularnom uredenju amfifila na zakrivljenim nanopovr§inama u odnosu na planarne sisteme.
Dodatno, ovim rezultatima, zakljucci o uredenju medupovrsinskog sloja nanoemulzija proSireni
su i na sisteme koji sadrze kombinaciju jonskih i nejonskih surfaktanata.

Uzimajuéi u obzir rezultate fizickohemijskih ispitivanja i procenjenu kratkoro¢nu fizicku
stabilnost nanoemulzija, za solubilizaciju kurkumina odabrana je formulacija pri SOR=1 1 10%
m/m masne faze (F1). Veli€ina, oblik i morfologija dispergovanih kapi analizirani su primenom
AFM-a, i vizuelizovane su sferoidne kapljice neravnih povrsina, ¢ije dimenzije su bile u skladu
sa nalazima dobijenim primenom drugih metoda. Ovakav izgled dispergovane faze upravo ide u
prilog teoriji da se tokom nanoemulzifikacije kroz spontanoemulguju¢i postupak desSava
,otkidanje® porcija masne faze vodenih molekulima amfifila. S obzirom na tip odabranih
stabilizatora 1 formiranje te¢nih kristala na kontaktnoj povrSini, moze se pretpostaviti da je



medupovrsinski sloj rigidan, $to je u saglasju sa nalazima da dispergovane kapljice nemaju oblik
idealne sfere.

Maksimalan kapacitet solubilizacije kurkumina u formulaciji F1 je 3 mg/ml. Solubilizacija
kurkumina dovela je do povecanja veli¢ine kapi (porast prosecnog hidrodinamickog dijametra
kapi sa 101 nm na 127 nm) i pH vrednosti (sa 4,86 na 5,80), i dalje ostaju¢i u domenu pH
vrednosti koje pogoduju hemijskoj stabilnosti kurkumina. Nisu utvrdene znacajnije promene
vrednosti viskoziteta ispitivanih formulacija. Primenom AFM-a i ovde je utvrdeno postojanje
sferoidnih kapljica, ali, sli¢no kao i kod placebo nanoemulzija, uo€en je znatan udeo malih kapi,
dimenzija ispod 100 nm, $to se nije bilo moguce otkriti primenom uobicajeno koris¢enih metoda
za analizu veli¢ine dispergovanih kapi (foton korelaciona spektroskopija), ¢ime je istaknuta
vaznost primene komplementarnih tehnika u analizi fizickohemijskih svojstava formulacije u
cilju dobijanja pouzdanih rezultata.

Prac¢enjem fluidnosti medupovrsinskog sloja primenom EPR spektroskopije, i odredivanje
rotacionog korelacionog vremena (tr), potvrdeno je da je medupovrsina izradenih nanoemulzija
vrlo rigidna, ali da se razlikuju dva regiona — tzv. region ,brzeg kretanja“ (tr;=4,9 ns,
dominantno prisutni molekuli polisorbata 80) i tzv. region ,,sporijeg kretanja® (tr2=12,8 ns,
prisutni 1 molekuli lecitina i polisorbata), ¢ija zastupljenost priblizno odgovara udelima
surfaktanata u formulaciji. Nakon solubilizacije, kurkumin uti¢e na molekularno uredenje
medupovrsinskog sloja, §to se posebno moglo uocitu regionu ,,sporijeg kretanja®, rasporedujuci
se na medupovrsini, blize regionu lipofilnih repova surfaktanata. Ovakva lokalizacija aktivne
molekule ¢ini je dostupnijom za isporuku i ispoljavanje efekata.

U drugom delu eksperimentalnog rada uspesno su izradene formulacije sa hemijskim
pojacivacima penetracije (polovina masne faze zamenjena je 1,8-cineolom, odnosno pinenom).
Dodatak monoterpena doveo je do znaCajnog smanjenja hidrodinamic¢kog precnika
dispergovanih kapi (promena sa 101 nm na 41 nm za formulaciju sa 1,8-cineolom - F1_EUC,
odnosno na 62 nm za formulaciju sa pinenom - F1 PIN). Dobijeni rezultati ukazali su na
kostabiliSu¢i efekat monoterpena, koji je pokazan i primenom EPR spektroskopije — detektovano
je njihovo prisustvo na medupovrsinskom sloju nanoemulzija. I u ovom slu¢aju su uocene 2
mikrosredine, sa vrednostima tg;=5,7+0,3 ns 1 Try =14,4+0,3 ns za F1_EUC, odnosno tg;= 4,3+£0,5
ns 1 1rp=13,8+0,3 ns za F1_PIN. Dodatno, na mikrografijama AFM-a uoCeno je postojanje
dispergovanih kapljica pravilnog sfernog oblika i glatkih povrSina, Sto je takode uticalo na
zakljucak da monoterpeni imaju odredeni efekat na medupovrSinskom sloju. Kao finalni dokaz
njihovih kostabiliSu¢ih svojstava, moZe se navesti i nalaz da je za stabilizaciju nanoemulzija u
prisustvu monoterpena bila dovoljna znatno niza koncentracija surfaktanata (minimalna vrednost
SOR pri 10% m/m masne faze bila je 0,3; za razliku od situacije kada su samo MCT bili deo
masne faze, kada je minimalna vrednost potrebnog SOR-a bila 0,7).

Interesantno je da solubilizacija kurkumina u koncentraciji 3 mg/ml nije dovela do promena u
veli¢ini dispergovanih kapi, Sto je verovatno posledica kompleksnih interakcija na medupovrsini.
I u nanoemulzijama sa monoterpenima kurkumin se rasporedio na medupovrSinskom sloju,
verovatno blize nepolarnim regionima surfaktanata, Sto je zakljuceno na osnovu EPR
spektroskopije (tr;=8,5+0,2 ns i 1r1=-13,4+0,5 ns za F1_EUC CU 3, odnosno 1r;-5,9+0,4 ns 1
TrRo-13,240,2 ns za F1_PIN CU 3).

Tokom pracenja dugorocne fiziCke stabilnosti placebo 1 formulacija sa kurkuminom, tokom
godinu dana, sve nanoemulzije su bile nepromenjenih reoloSkih svojstava (niskoviskozne



njutnovske tecnosti), bez znakova razdvajanja faza ili taloZenja kurkumina. Pradenjem
hidrodinamickog dijametra kapi, u vecini slucajeva dolazi samo do znacajnijeg porasta u veli¢ini
kapi u drugoj vremenskoj tacki (nakon meseca dana od izrade), $to se moze dovesti u vezu sa
konsolidacijom sistema u toku prvih nedelja od izrade. Jedino formulacija F1 _PIN pokazuje
znacajniju promenu u veli¢ini dispergovanih kapi tokom vremena. Sa druge strane, znacajne
promene u veli¢ini kapi tokom vremena se ne desavaju kod formulacije F1_PIN CU 3, §to moze
biti posledica prisustva kurkumina na medupovrSini, koji, uprkos svojoj hidrofobnosti, ima
mogucénost stvaranja vodoni¢nih veza sa vodom na medupovrSinskom sloju. Stvaranjem sloja
blago orijentisanih molekula vode na medupovrsini, sprecena je koalescencija kapi.

Polidisperzni indeks, kao mera distribucije veli¢ina, zeta potencijal, kao mera povrSinskog
naelektrisanja, i pH vrednost imali su stabilne 1 ujednacene vrednosti tokom c¢itavog perioda
pracenja.

Tokom godinu dana nije doslo ni do znacajnog pada u sadrzaju kurkumina u formulacijama
(sadrzaj je uvek bio u opsegu 2,9-3,5 mg/ml).

Rezultati trec¢e faze eksperimentalnog rada nedvosmisleno su ukazali na podobnost izradenih
formulacija za isporuku kurkumina i ostvarivanje odredenih bioloski vaznih efekata, ali uz
odredene medusobne razlike. /n vitro ispitivanje brzine oslobadanja kurkumina iz formulacija
primenom Franz-ovih difuzionih ¢elija pokazalo je da se oslobadanje kurkumina iz sve tri
odabrane nanoemulzije moZze najbolje opisati Higuchi modelom. UocCene su znatne razlike u
brzini oslobadanja kurkumina iz formulacija sa monoterpenima (F1_EUC CU 3: 115,06+3,20
mg/cm®h; F1 PIN CU 3: 108,0841,94 mg/cm”*h) u odnosu na F1 CU 3 (80,20+6,96
mg/cm’-h). Kumulativne koli¢ine oslobodenog kurkumina nakon 6 h ispitivanje pratile su isti
redosled: 212,3342,51 mg/cm? za F1_EUC_CU 3, 208,33 + 4,73 mg/cm” za F1_PIN CU 3, i
163,21+11,18 mg/cm*za F1_CU 3.

Antioksidativna aktivnost kurkumina i nanoemulzija sa kurkuminom ispitana je kroz 3 razli¢ita
testa. Primenom DPPH testa, efekti i kurkumina iz rastvora, ali i nanoemulzija sa kurkuminom
bili su gotovo trenutni. Dobijene ICs, vrednosti ukazale su na to da nema razlike u efektu izmedu
kurkumina (ICso= 0,1028+0,0056 mg/ml) i njegovih formulacija (IC5,=0,0994+0,0051 mg/ml za
F1 _CU_3, IC5y=0,0929+0,0044 mg/ml za F1 EUC CU 3 i ICs5y=0,0979+0,0040 mg/ml za
F1 PIN CU 3), te i da je aktivnost kurkumina u ovom testu vrlo bliska tokoferolu, njemu
strukturno sliécnom antioksidansu (ICs5y=0,1106+0,0079 mg/ml). U nastavku, FRAP test je
pokazao 1 na znacajnu aktivnost kurkumina u vodenoj sredini, §to je od vec¢eg znacaja, imajuci u
vidu da tokom ovog testa ne dolazi do naruSavanja strukture samog nosaca. Takode, ovaj test
zasniva se na drugom antioksidativnom mehanizmu, ¢ime je pokazao da kurkumin ostvaruje
antioksidativni efekat i putem doniranja H'" jona, kao i putem transfera elektrona.

Na kraju, primenom EPR spektroskopije potvrdena je izrazita reaktivnost kurkumina u
neutralizaciji slobodnog radikala, koja se deSava ve¢ u prvom minutu nakon kontakta. Praenjem
reakcije tokom 30 minuta, ukupan izracunati antioksidativni efekat kurkumina (u rastvoru) bio je
oko 56 % (pri koncentraciji kurkumina 3 mg/ml). Antioksidativna aktivnost formulacija
F1 CU 3, F1 EUC CU 3 i F1 PIN CU 3 bile su nesto nize (oko 47%, 55% 1 49 %,
respektivno), uz identicnu kinetiku reakcije sa rastvorom kurkumina — plato se dostigao ve¢ u
prvim minutima reakcije. Uocen je i odredeni efekat placebo formulacija na neutralizaciju
slobodnog radikala — oko 5,7% za F1, cak 8% za F1 EUC, i1 5,9% za F1_PIN. Ovakve
performanse placebo formulacija su verovatno posledica antioksidativne aktivnosti stabilizatora



(lecitina pre svega), ali i poznatog antioksidativnog efekta monoterpena i etarskih ulja ¢iji su oni
glavni konstituenasi. Merenje antioksidativnog potencijala istom tehnikom nakon mesec dana,
aktivnost kurkumina u etanolnom rastvoru opala je za vise od 70%, dok je aktivnost formulacija
ostala skoro nepromenjena. Dakle, inkapsulacija kurkumina u dizajnirane nanoemulzije
nedvosmisleno je doprinela njegovoj dugoro¢noj hemijskoj stabilnosti.

Na osnovu rezultata COMET testa, pokazano je odsustvo genotoksi¢nog potencijala
nanoemulzija F1 i1 F1 CU 3. Takode, formulacija sa kurkuminom imala je i izrazen
antigenotoksi¢ni potencijal — 1 preventivni 1 reparativni, ¢ime je dokazana efikasnost
nanoemulzija sa kurkuminom u zastiti ¢elija od oksidativnog stresa. U opsegu koncentracija
kurkumina u nanoemulziji od 1 do 3 mg/ml, nije zabelezena koncentraciona zavisnost u
efektima. Sa druge strane, donekle i ocekivano, formulacije sa monoterpenima su pokazale
genotoksicni efekat.

Ispitivanje citotoksi¢nih efekata na Celijskim kulturama primenom MTT testa pokazano je da
formulacije F1 1 F1_CU 3 ne utiu na vijabilnost humanih keratinocita, i to u vrlo Sirokom
koncentracionom opsegu kurkumin (od 800 do 12,5 pug/ml) i odgovaraju¢im razblazenjima
placebo formulacije, Sto je ukazalo na njihov odli¢an bezbednosni profil. To je posebno vazno
imaju¢i u vidu da su keratinociti najbrojnije celije epidermisa, i stoga vazne u kontekstu
dermalne primene farmaceutskih preparata. U nastavku je pokazan 1 citotoksi¢ni efekat
kurkumina i nanoemulzija sa kurkuminom prema maligno tranformisanim c¢elijama: Fem-X
(IC50=71,174£22,60 za kurkumin iz rastvora, I[Cs5y=67,72+0,48 za F1 CU 3) 1 Hela
(IC50=15,03%0,61 za kurkumin iz rastvora, ICs5y=22,89+2,09 za F1_CU_3).

Na osnovu ispitivanja efekata kurkumina iz rastvora, nanoemulzija sa kurkuminom i
odgovarajuc¢e placebo nanoemulzije na Celijski ciklus, pokazano je da se zastoj u celijskom
ciklusu najcesce javljao u G2/M 1 subGl fazama, dok je koncentraciona zavisnost pokazana je
kod Fem-X celija. Zastoj u G2/M fazi ukazuje na uticaj uzorka na celijsku deobu, dok
akumulacija u subG1 fazi moze ukazivati na apoptozu ¢éelija.

Rezultati in vivo studije bezbednost ukazali su na dobar bezbednosni profil placebo
nanoemulzija, bez ispoljavanja neZeljenih reakcija na kozi ispitanika. U odnosu na netretiranu
kontrolu, nisu zabelezene znaCajne promene u vrednostima parametara EI, TEWL i SCH ni za
jedan ispitivani uzorak.

Cetvrta faza eksperimentalnog rada dala je znacajne rezultate u pogledu primene jontoforeze
kao fizicke metode za poboljSanje dermalne raspolozivosti aktivnih supstanci, uz poredenje sa
efektima hemijskih pojacivaca penetracije. Na osnovu je in vivo studije iritacionog potencijala
pokazano je da primena izvora napajanja od 9 V u tri predlozena protokola (kontinuirani protok
struje tokom 15 minuta (15-0); diskontinuirani protok — 3 minuta sa pauzom 2 minuta (3-2, 5
ciklusa); diskontinuirani protok — 5 minuta sa pauzom 1 minut (5-1, 3 ciklusa)) ne dovodi do
nezeljenih promena na kozi. Pra¢enjem parametara EI, TEWL i SCH, u odnosu na netretiranu
kontrolu, kod protokola 3-2 uoceno je znacajnije povecanje EI (pojava blagog i kratkotrajnog
crvenila) i TEWL u prvoj vremenskoj tacki 15 minuta po prekidu protoka struje kroz kozu), na
test-mestima 1 za katodu i za anodu, dok je kod protokola 5-1 uofeno samo znacajno povecanje
EI u prvoj vremenskoj tacki, i to samo na mestu za anodu. Medutim, sve vrednosti su se vracale
na bazalne veoma brzo, pa povecane vrednosti nisu zabelezene u drugim vremenskim tackama
(nakon 60 i 120 minuta). Kod protokola 15-0 nije bilo znaajnih promena u ispitivanim



parametrima. Iz navedenih razloga, eksperimenti su sprovedeni prema sva tri protokola, u cilju
provere njihove efikasnosti u dermalnoj isporuci kurkumina.

Tokom in vivo ispitivanja penetracije kurkumina kroz kozu iz formulacije F1 CU_3 uz primenu
jontoforeze, nisu uocene znacajne razlike medu 3 predlozena protokola u ukupnoj koli€ini
aktivne supstance koja je penetrirala kroz povrSinske slojeve koze po jedinici povrsine (Qs.
»=7,0443.21 pg/em?; Qs.1=6,66+2,11 pg/em?; Q150=6,96+3,21 pg/cm’). Medutim, primena
jontoforeze pokazala se znacajno efikasnijom u isporuci kurkumina u odnosu na primenu
formulzacija sa hemijskim pojagivagima penetracije (Qeuc=5,16+0,60 pg/cm?; Qpin=4,55+0,03
pg/cm”).

Tokom procene uticaja dodatka hemijskih pojacivada penetracije, doslo se do donekle
neocekivanih nalaza. Iako bi se na osnovu poznavanja efekata monoterpena moglo ocekivati da
su nanoemulzije sa hemijskim pojafiva¢ima penetracije iz ove grupe apsolutno superiornije u
dermalnoj isporuci kurkumina u odnosu na nanoemulziju bez monoterpena, pokazalo se da to
nije slucaj. Sama rastvorljivost aktivne supstance u odabranim ekscipijensima i interakcija sa
komponentama nanoemulzija pokazale su se kao presudne. U konkretnom slucaju, redosled
formulacija prema efikasnosti dermalne isporuke bio je sledeci:
F1 EUC CU 3>F1 CU 3>F1 PIN CU 3. Ovakav redosled korespondira sa rastvorljivis¢u
kurkumina u komponentama masne faze nanoemulzija.

Kroz prikazane eksperimente dokazano je da jontoforeza, pri predlozenim uslovima, u
kombinaciji sa naprednim nosacem sa nanostrukturom obezbeduje efikasniju dermalnu isporuku
kurkumina u poredenju sa formulacijama koje sadrze hemijske pojacivace penetracije. Dodatno,
jontoforeza nudi brojne moguénosti za dalja istrazivanja, uz variranje napona i vremena
ekspozicije koze protoku elektri¢ne energije.

3. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA DISERTACIJE SA PODACIMA IZ
LITERATURE

Veliki broj aktivnih supstanci poseduje takva fizickohemijska i1 bioloSka svojstva koja
umnogome otezavaju njihovu primenu, uprkos potencijalu za ispoljavanje farmakoloskih
efekata. Jednim delom to se ogleda u veoma niskoj rastvorljivosti tih molekula kako u vodi, tako
1 u uljima i1 organskim rastvara¢ima, $to posledi¢no dovodi i do slabe penetracije kroz bioloske
membrane. Veoma Cesto podlezu brzom i intenzivnom metabolizmu u organizmu, poseduju
nedovoljnu specificnost, a neretko su podlozne i hemijskoj degradaciji pod uticajem faktora
sredine. Kako je generalni cilj razvoja farmaceutskih oblika lekova da se pacijentima obezbedi
odgovarajuc¢a doza/koncentracija lekovite supstance, uz targetiranje zeljenih organa i tkiva, sa
optimalnim odnosom ocekivane koristi i bezbednosnog profila, neophodno je iskoristiti i
znacajno prosiriti postoje¢a znanja u oblasti razvoja nosaca/sistema za isporuku lekovitih
supstanci, §to je prac¢eno izraZenim interesovanjem za nanotehnoloski pristup u dizajniranju
nosaca za aktivne supstance, te znacajnim ulaganjima u ovoj oblasti (Bissou i Leroux, 2020;
Bosetti 1 Jones, 2019). U tom smislu, ova doktorska disertacija daje znacajan doprinos u
kontekstu dermalne isporuke aktivnih supstanci zahtevnih fizickohemijskih karakteristika
(koriste¢i kurkumin kao model aktivnu supstancu), i to kroz istraZivanje nanoemulzija kao
predstavnika naprednih nanonosaca.

[ako su u naucnoj javnosti pred nanosisteme postavljena visoka ocekivanja, neke inicijalno
postavljene hipoteze, nisu se u potpunosti potvrdile u realnoj klinickoj primeni, uprkos



intenzivnim istrazivanjima (Mitragotri i sar, 2017; Dahnier, 2016; Wilhelm i sar, 2016).
Medutim, neosporno je da nanosistemi doprinose stabilnosti, utiCu na rastvorljivost i
preuzimanje aktivnih supstanci od strane ¢elija, efikasniji su u prevazilazenju bioloskih barijera,
povecavajuci time bioraspolozivost uz smanjenje sistemskih nezeljenih efekata. Dodatno,
nanosistemi nude znacajne moguénosti u dijagnostici i regenerativnoj medicini (Weltring i sar,
2016; Onoue i sar, 2014; Bamrungsap i sar, 2012). Takode, smatra se da nanotehnologija pripada
,Kljuénim tehnologijama‘ (engl. key enabling technologies — KET) koje se se mogu prevesti u
inovativne medicinske proizvode tako da odgovore brojnim zdravstvenim izazovima (Gouze i
Bosseau, 2013).

U pogledu razvoja nanosistema koji se primenjuju u farmaciji, svedo¢imo postojanju i
neprekidnom razvoju razliitth struktura: liposomi, micele, nanocestice, nanoemulzije,
mikroemulzije, i dr. (Wagner i sar, 2008). Upravo nanoemulzije predstavljaju sisteme koji su
interesantni kako sa fundamentalnog, tako i sa aspekta njihove moguce iskoristljivosti kao
multifunkcionalnih koloida (Solans i sar, 2005). Istorijski gledano, o nanoemulzijama postoji
mnogo akumuliranog znanja. Ipak, nauka o koloidima u ovom konkretnom segmentu ima jos
neistrazenih polja, a kroz literaturu se retko moze naiéi na sveobuhvatni pristup koji povezuje
njihove fundamentalne aspekte sa osobinama koje iz toga proisticu (Gupta, 2020). Znacajan
istrazivacki interes usmeren je na razumevanje 1 rasvetljavanje fundamentalnih aspekata
niskoenergetske nanoemulzifikacije (Anton i Vandamme, 2009). Odredeni segmenti ove
doktorske disertacije upravo su posveceni razjasnjenju mehanizma niskoenergetske
nanoemulzifikacije i istrazivanju tranzitornih struktura koje nastaju u tom postupku, dajuci
nedvosmisleni nau¢ni doprinos u domenu istrazivanja mehanizama ukljuenih u nastanak i
obezbedivanje stabilnosti nanoemulzija.

Tokom izrade formulacija primenom spontanoemulgujuceg postupka, razmatraju¢i kontakt
smese surfaktanata i masne faze sa vodom, uoceno je da trenutno dolazi do stvaranja vrlo
viskozne ,,grani¢ne* strukture, koja egzistira odredeno (krace) vreme, ali se tokom meSanja
disperguje i finalno ,,rastvori“ u vodenoj fazi. Odredeni literaturni izvori predlazu da pri ovom
kontaktu mogu nastati bikontinualne mikroemulzije, ili, alternativno, te¢nokristalne strukture
(Komaiko i McClements, 2016; Komaiko 1 McClements, 2014). Ove tranzicione strukture
oskudno su opisane u literaturi, a njihova analiza je od velikog znacaju u proceni i tumacenju
dinamike medupovrSinskog sloja nanoemulzija, Sto se u velikoj meri odrazava i na koloidnu
stabilnost, ali 1 na kasniju isporuku solubilizovane aktivne molekule. Moguce interakcije na
dodirnoj povrsini (koje su odgovorne za sam proces emulzifikacije) i dalje su, barem u nekim
segmentima, predmet diskusije. Kroz rezultate ovog istrazivanja, nakon simulacije kontakta ulje-
surfaktanti-vodena faza na mikroskopskoj plocici, ukazano je na stvaranje tecnokristalne
strukture kao tranzitorne faze koja se brzo Siri, a zatim gubi nakon nekog vremena. Detaljniji
uvid u ove prelazne faze dat je primenom AFM i polarizacione mikroskopije, koje su pokazale
da tokom nanoemulzifikacije nastaju ,,cevaste® strukture koje su posledica infiltracije smese
masne faze i1 surfaktanata u vodenu fazu. Ovi nalazi u skladu su sa predlozenim mehanizmom
spontanoemulgujuc¢eg postupka, koji navodi da se na kontaktnoj povrsini surfaktanti-ulje-voda
formiraju prolazne mijeloidne strukture, koje, u stvari, predstavljaju dugacke ,,cevi® lamelarnih
teCnih kristala. Nakon bubrenja u vodi, oni na kraju ,,eksplodiraju u uljane kapljice oivi¢ene
slojem surfaktanata (Lopez-Montilla i sar, 2002; Buchanan i sar, 2000). Prisustvo anizotropije
nije detektovano kada su izradene nanoemulzije bile podvrgnute polarizacionoj mikroskopiji, $to
potvrduje da je teCnokristalna struktura zaista samo prolazna faza u postupku nanoemulzifikacije



kroz spontanoemulgujuéi postupak. Rigidnost medupovrsinskog sloja koji se formira nakon
nanoemulzifikacije primenom spontanoemulgujuéeg postupka i pri odabranim ekscipijensima
utvrden je primenom EPR spektroskopije. Jasno je navedeno da je spontanoemulgujuéi postupak
prilicno kompleksan 1 voden razli¢itim mehanizmima koji ovise o tipu i1 fiziCkohemijskim
svojstvima odabranih komponenata.

Prva empirijska razmatranja stabilnosti te¢nih disperzija, znafaja medupovrSinskog sloja i
ravnoteze interakcija koje se deSavaju na granici faza desila su se jo§ na samom pocetku 20.
veka, medutim, do danas nije uspostavljena suStinska korelacija izmedu informacija o
strukturnim karakteristikama medupovrsine kapi nanoemulzija i stabilnosti sistema, a jo§ manje
se zna o vezi strukture i funkcije pri odabiru surfaktanata za formulaciju odredene nanoemulzije
(Hensel 1 sar, 2017). Zapravo, tek su istrazivanja u poslednjih desetak godina pokazala da se
medupovrsinski sloj nanokapi moze sagledati sa molekularnom precizno$éu, $to je promenilo
tradicionalna razmatranja molekularnog uredenja na medupovrsini (De Aguiar i sar, 2011).
Upravo ovi segmenti su detaljno elaborirani u ovoj doktorskoj disertaciji. Pra¢enjem efekta
koncentracije surfaktanata na veli¢inu kapi izradenih nanoemulzija, ukazano je na razlike u
molekularnom uredenju amfifila na zakrivljenim nanopovr§inama u odnosu na ono S$to je
tradicionalno ocekivano. Dobijeni rezultati idu u prilog savremenim teorijama o uredenju
medupovrsinskog sloja nanoemulzija (stabilisanih jonskim surfaktantima), i proSireni su i na
sisteme koji sadrze kombinaciju jonskih i nejonskih surfaktanata. Vazno je ista¢i da se primenom
savremenih metoda istrazivanja medupovrSinskog sloja nanoemulzija, koja su omogucila analizu
na molekularnom nivou (npr. primenom spektroskopije rasejanja sume vibracionih frekvencija)
bavi vrlo mali broj istrazivackih grupa u svetu, Sto potvrduje znacaj i aktuelnost rezultata ove
doktorske disertacije.

Dodatno, tokom fizickohemijske karakterizacije nanoemulzija, pracene su savremen preporuke,
posebno u domenu procene veli¢ina kapi nanoemulzija, kroz. tzv ,,stepeniCasti pristup* (engl. a
three-step-approach) (Caputo i sar, 2019). Takode, ukazano je na prednosti i nedostatke
primenjenih metoda. Ovako sveobuhvatna karakterizacija omogucila je adekvatna tumacenja
rezultata uz donosenje relevantnih zakljucaka.

Kako bi se izradile formulacije za unapredenu dermalnu isporuku kurkumina kroz kozu, u okviru
prikazanog istrazivanja, pripremljene su nanoemulzije sa monoterpenima kao hemijskim
pojacivacima penetracije, a kasnije je ispitana i moguénost primene jontoforeze, kao fizicke
metode za poboljSanje dermalne raspolozivosti. U skladu sa literaturnim podacima postoje
razli¢iti pristupi za poboljSanje dermalne raspolozivosti, i sve metode mogu se podeliti na
pasivne (medu kojima se navodi i dizajniranje nanonosaca ili primena hemijskih pojacivaca
penetracije) (Lane, 2013; Gupta i sar, 2019) i aktivne (npr. primena elektricne energije) (Gratieri
1 Kalia, 2017).

Interesantan nalaz ove doktorske disertacije jeste da je pokazan efekat monoterpena kao
kostabilizatora — njihov dodatak doveo je do smanjenja veli¢ine kapi nanoemulzija i potrebom za
nizim koncentracijama primenjenih surfaktanta, a primenom EPR spektroskopije dokazano je i
njihovo participiranje na medupovrSinskom sloju. Jednim delom, sli¢na zapazanja imali su i
Zianker 1 sar. (1980), i to nakon tenziometrijskih merenja. Ovaj segment istrazivanja nudi
odredeni doprinos u domenu procene uticaja razli¢itih ekscipijenasa koloidnoj stabilnosti
formulacija.



Uporedo sa fizickohemijskom karakterizacijom, bioloSka karakterizacija nanosistema je conditio
sine qua non savremenih istrazivanja, i podrazumeva in vitro ispitivanja prvenstveno
bezbednosti, ali i1 efikasnosti (primenom odabranih celijskih linija), dovode¢i u vezu
fizickohemijske osobine sa bio-nano interakcijama. I u ovom domenu, ova doktorska disertacija
je ispunila ocCekivanja. Primenom standardnog testa citotoksi¢nosti (MTT), kao i procenom
genotoksicnog efekta formulacija (kroz COMET test), pokazana je visoka bezbednost
formulacija bez hemijskih pojacivaca penetracije, kao i efikasnosnot u =zastiti celija od
oksidativnog stresa, odonosno citotoksi¢ni efekat prema maligno transformisanim c¢elijama
(HeLa, Fem-X).

Na osnovu rezultata COMET testa, porede¢i efekat placebo formulacije bez hemijskih
pojacivaca penetracije (F1) sa PBS-om kao negativnom kontrolom, evidentno je da nanoemulzija
nije izazvala oSte¢enja na DNK humanih ¢elija periferne krvi. Sli€no, i formulacije sa
kurkuminom pokazale su odsustvo genotoksi¢nog efekta, iako je stepen ostecenja DNK bio nesto
izrazeniji (ali ne statisti¢ki znagajno) u poredenju sa placebo formulacijom i PBS-om. Cak i su i
formulacije sa kurkuminom pokazale uporedive rezultate, bez uocenog koncentraciono-zavisnog
trenda. lako odredene studije navode da kurkumin moze ispoljiti genotoksicne efekte na celije
(Sebastia 1 sar, 2012), ovde to nije pokazano. Sa druge strane, formulacije sa monoterpenima
izazvale su znacajna oSteCenja genetskog materijala. Ovakav rezultat ne treba da bude
iznenadujuéi, s obzirom na to da su geno- i citotoksicni efekti monoterpena poznati, posebno
kada se primenjuju u viS§im koncentracijama (Nikoli¢ i sar, 2015). U nastavku, primenom istog
testa, je ispitan 1 pokazan znaCajan antigenotoksi¢ni efekat formulacija sa kurkuminom, §to je
verovatno posledica direktnog antioksidativnog efekta, ali i stimulacije enzima antioksidativne
zastite ¢elija (Banajeree 1 sar, 2008). Sli¢ni rezultati ve¢ su pokazani i za neka druga polifenolna
jedinjenja (Ghanema i sar, 2012). Interesantno je prokomentarisati i da je i placebo formulacija
pokazala odredenu efikasnost, §to se moze dovestu u vezu sa antioksidativnim svojstvima
lecitina (Pan i sar, 2013), ali i moguénoscu i da same nanostrukture (micele, nanoemulzione
kapi) per se imaju sposobost ,.hvatanja“ prooksidativnih vrsta, sprecavajuci ih da vrSe dalja
oste¢enja (McClements i Dacker, 2000).

Ispitivanje citotoksi¢nih efekata na Celijskim kulturama primenom MTT testa pokazano je da
formulacije F1 1 F1_CU 3 ne utiCu na vijabilnost humanih keratinocita, i to u vrlo Sirokom
koncentracionom opsegu kurkumin (od 800 do 12,5 pg/ml) i odgovaraju¢im razblaZenjima
placebo formulacije, Sto je ukazalo na njihov odlican bezbednosni profil. Ispitivanjem
citotoksi¢nosti pokazana je efikasnost u ispoljavanju efekta nanoemulzija sa kurkuminom prema
maligno transformisanim ¢elijama, Sto je u skladu sa literaturnim navodima (Sharam 1 sar, 2005).

Treba napomenuti i da literatura ne obiluje rezultatima koji se odnose na in vitro bioloSka
ispitivanja nanoformulacija, te da je znacajan istrazivacki interes usmeren upravo na unapredenje
trenutno etabliranih protokola kako bi se prevazisle prepreke na koje se nailazi tokom ispitivanja
nanosistema (Gioria 1 sar, 2018; Rischtior i sar, 2016). U okviru ove doktorske disertacije, izneti
su odredeni aspekti od znacaja za ovu teme i1 dat doprinos u domenu postavki eksperimentalnih
istrazivanja i tumacenju dobijenih rezultata.

Ukupna koli¢ina inkorporirane lekovite supstance, zajedno sa procenom stepena inkapsulacije i
kinetikom oslobadanja predstavljaju vazne parametre za procenu efikasnosti, ali i bezbednosti
nanonosaca (Coty i Vauthier, 2018), a za sveobuhvatno razumevanje i tumacenje bioloskih



efekata 1 terapijske efikasnosti korisno je poznavati i raspodelu aktivne supstance unutar
nanostrukture. Lokalizacija aktivne supstance odrazava se na brzinu oslobadanja i na dostupnost
za ostvarivanje terapijskih efekata, a moze uticati i na hemijsku stabilnost molekula. (Mitsou 1
sar, 2018; Klang i Valenta, 2011). Rezultati eksperimenata prikazanih u ovoj doktorskoj
disertaciji pokazali su da je kurkumin dominantno prisutan u medupovrsinskom sloju, i to blize
nepolanim delovima stabilizatora. Ovakva lokalizacija aktivne molekule kasnije je dovedena u
vezu sa brzim ostvarivanjem antioksidativnih efekata.

Jasno je da se na osnovu in vitro oslobadanja ne moze doneti sud o bioraspolozivosti aktivne
supstance nakon realne primene, ali ovaj vid ispitivanje moze ukazati na odredene razlike medu
formulacijama, odnosno efekat formulacionih i procesnih parametara na performanse proizvoda
(USP, 2021; Shah i sar, 2015). Procena kinetike oslobadanja aktivne supstance iz razvijenog
farmaceutskog oblika svakako je neophodan element sveobuhvatne karakterizacije i, logi¢no,
namece se pre bilo kakvih in vivo procena. Dato ispitivanje u ovoj doktorskoj disertaciji
sprovedeno je primenom vertikalnih difuzionih ¢elija, pri infinite dose uslovima.

Imaju¢i u vidu bioloska svojstva kurkumina kao model aktivne supstance, ispitivanje
antioksidativnog potencijala nanoemulzija u kojima je ona solubilozovan predstavlja znacajan
element u preliminarnoj proceni njihove bioloske efikasnosti, ali i njithove podobnosti da o¢uvaju
hemijsku stabilnost inkorporiranog kurkumina.

Kao $to se i1 fizickohemijska karakterizacija nanoemulzija mora bazirati na ¢itavom setu metoda i
tehnika, tako se ni zakljucak o antioksidativnoj aktivnosti ne moze izneti na osnovu samo jednog
testa, posebno kada se imaju u vidu znacajne razlike koje su u osnovi trenutno etabliranih
metoda, te poteSkoce u poredenju rezultata (Alam i sar, 2013). U ovom eksperimentalnom
segmentu doktorske disertacije sprovedeni su DPPH i FRAP testovi, kao 1 procena stepena i
kinetike antioksidativne aktivnosti primenom EPR spektroskopije. lako je antioksidativna
aktivnost kurkumina ve¢ poznata (Sharma, 2005; Jovanovic 1 sar, 1999), nije Cest slucaj da se u
istrazivanju srece veci broj komplementarnih metoda koje za cilj imaju sveeobuhvatnu analizu.
Dodatno, rezultati ove doktorske disertacije ukazali su na pogodnost primene nanoemulzija kao
nosaca za ovu molekulu sklonu hemijskoj degradaciji pod uticajem faktora sredine, kao i da su
efikasne u oCuvanju negove hemijske stabilnosti. Dodatno, primenom EPR spektroskopije,
utvrden je i odredeni antioksidativni potencijal samih placebo formulacija, §to je verovatno
posledica antioksidativne aktivnosti stabilizatora (lecitina pre svega) (Pan i sar, 2013), ali 1
poznatog antioksidativnog efekta monoterpena i etarskih ulja ¢iji su oni glavni konstituensi
(Chabir 1 sar, 2011). Pan 1 sar. (2013) eksperimentalno su pokazali znaCajnu barijernu funkciju
medupovrSine nanoemulzija koje u svom sastavu imaju lecitin - u kontekstu zastite
solubilizovanih bioaktivnih jedinjenja od prodora oksidativnih vrsta. Ovakvi zakljucci su
potvrdeni i na ovom primeru, kada je merenje antioksidativnog potencijala ponovljeno nakon
mesec dana. Antioksidativna aktivnost kurkumina u etanolnom rastvoru opala je za viSe od 70%,
dok je aktivnost ispitivanih formulacija ostala skoro nepromenjena. Dakle, inkapsulacija
kurkumina u dizajnirane nanoemulzije nedvosmisleno je doprinela njegovoj dugorocnoj
hemijskoj stabilnosti.

Dobijeni rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji ukazali su na znacaj odabira
stabilizatora nanoemulzije — ne samo u kontekstu njihove sposobnosti da obezbede fizicku



stabilnost formulacije, ve¢ 1 na sposobnost sprecavanja oksidacionih procesa. To je posebno
vazno u slucaju kada inkapsulirani biomolekuli pokazuju izrazitu oksidativnu osetljivost. Do
sada se pristup prevenciji nezeljenih hemijskih promena uglavnom bazirao na dodavanju
antioksidanasa u neku od faza nanoemulzije. Medutim, s obzirom na ¢injenicu da se vecina
procesa oksidacije deSava upravo na medupovrSinskom sloju nanokapi (Lomova i sar, 2010;
McClements 1 Dacker, 2000), prisustvo amfifila sa antioksidativnim svojstvima ima mnogo veci
prakti¢ni znacaj u ocuvanju hemijske stabilnosti solubilizovane aktivne molekule (Pan i sar,
2013).

Konacno, u poslednjim segmentima istrazivanja, razvijen je custom made adhezivni sistem za
dermalnu isporuku kurkumina iz nanoemulzije, i to primenom jontoforeze, kao fizicke metode za
poboljsanje dermalne isporuke aktivnih susptanci. Uspesno su ispitana 3 predlozena protokola
jontoforeze i1 pokazana je nedvosmislena superiornost primene jontoforeze nad hemijskim
pojacivadima penetracije, ¢ime je dat znacajan doprinos istrazivanju razli¢itth modaliteta za
poboljsanje dermalne isporuke aktivnih supstanci. Uprkos odredenim ogranic¢enjima na koje se
naislo tokom razvoja protokola, kroz prikazane eksperimente dokazano je da jontoforeza, pri
predlozenim uslovima, u kombinaciji sa naprednim nosaCem sa nanostrukturom obezbeduje
efikasniju dermalnu isporuku kurkumina u poredenju sa formulacijama koje sadrze hemijske
pojacivace penetracije, Sto u dosadasnjim istraZzivanjima nije uradeno na nacin prikazan u ovoj
doktorskoj disertaciji.

Nakon sveukupne analize, rezultati dobijeni i predstavijeni u okviru ove doktorske disertacije
delom su saglasni sa podacima iz literature, a rezultati odredenih ispitivanja izvedenih u okviru
disertacije nisu mogli biti uporedo analizirani sa publikovanim izvorima, te se smatraju
doprinosom istrazivackog rada kandidata.
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5. ZAKLJUCAK — OBRAZLOZENJE NAUCNOG DOPRINOSA DISERTACIJE

Rezultati ove doktorske disertacije predstavljaju nova ili dopunjena saznanja o: (i)
fundamentalnim aspektima nastanka nanoemulzija kroz spontanoemulgujué¢i postupak
nanoemulzifikacije, (i1) fenomenima na granici faza u kontekstu doprinosa koloidnoj stabilnosti,
(ii1) prednostima primene nanoemulzija kao naprednih nosaca za aktivne molekule sa zahtevnim
fizickohemijkim karakteristikama, (iv) moguénostima primene i ispitivanju jontoforeze kao
fizicke metode za poboljSanje dermalne raspolozivosti, i poredenje sa efektima monoterpena
(1,8-cineola 1 pinena) kao hemijskih pojacivaca penetracije, (v) ispitivanju kombinovane primene
nanonosaca sa jontoforezom sa ciljem unapredenja dermalne isporuke aktivnih supstanci.

Ukupno gledano, na osnovu prikazanih rezultata, moze se zaklju¢iti da su razvijene
visokobezbedne niskoenergetske nanoemulzije namenjene dermalnoj isporuci kurkumina.
Primenom niza komplementarnih tehnika, detaljno su okarakterisane u domenu mikrostrukture,
oblika, veli¢ine 1 morfologije dispergovane faze, fiziCke stabilnosti, bezbednosti primene i
pogodnosti za oCuvanje hemijske stabilnosti supstance slozenih fizickohemijskih osobina sa
aspekta ukljuCivanja u sastav formulacije farmaceutskog preparata. Na samom kraju, in vivo je
ispitana penetracija kurkumina iz razvijenih nanoemulzija (sa hemijskim pojacivacima
penetracije ili bez njih) 1 uporedena sa primenom adhezivnog sistema za jontoforezu u
kombinaciji sa nanoemulzijom kao naprednog i inovativnog nacina za efikasnu dermalnu
isporuku aktivnih supstanci.

Kao najveéi fundamentalni nau¢ni doprinos ove doktorske disertacije moze se smatrati analiza
fenomena na granici faza, otkrivanje doprinosa razli¢itih ekscipijenasa koloidnoj stabilnosti, i
proSirenje savremene teorije stabilizacije nanoemulzija, koja se bitno razlikuje od dosadasnjih
razmatranja u ovoj oblasti. Poseban naglasak stavljen je i na znacajnost primene veceg broja
tehnika u tzv. kaskadnoj karakterizaciji nanosistema, a sve sa ciljem dobijanja pouzdanih
rezultata. Prikazani rezultati eksperimentalnog dela rasvetlili su neke od mehanizama odgovornih
za nastanak nanoemulzija kroz spontanoemulgujuéi postupak.

6. PROVERA ORIGINALNOSTI DOKTORSKE DISERTACIJE

KoriS¢enjem programa iThenticate u Univerzitetskoj biblioteci Svetozar Markovi¢ izavrsena je
provera originalnosti ove doktorske disertacije. Dobijena vrednost za similarity index iznosi 7%,
1 posledica je li¢nih imena, citata, konstrukcija koris¢enih u opisu metodologije 1 fraza koje se
uobicajeno koriste u opisivanju i tumacenju rezultata istrazivanja, kao i prethodno publikovanih
rezultata doktorandovih istrazivanja (koji su proistekli iz njegove disertacije), Sto je sve u skladu
sa ¢lanom 9 Pravilnika o postupku provere originalnosti doktorskih disertacija koje se brane na
Univerzitetu u Beogradu. Dakle, moze se izvesti zakljuak da je prilozena doktorska disertacija
kandidata mag. farm. Ines Nikoli¢ originalno nauc¢no delo.



7. PREDLOG KOMISIJE ZA OCENU ZAVRSENE DOKTORSKE
DISERTACIJE

Doktorska disertacija pod nazivom Spontanoemulgujuce nanoemulzije za primenu kurkumina na kozi:
istraZivanje uticaja medufaznih fenomena u koloidnom sistemu na efikasnost isporuke i bioloSku
aktivnost, Cija je izrada odobrena na sednici Veca naucnih oblasti medicinskih nauka na Univerzitetu u
Beogradu odrzanoj 25.2.2020. godine, kandidata mag. farm. Ines N. Nikoli¢, po svom sadrzaju i formi,
dobro napisanim uvodnom delu, jasno postavljenim istrazivackim ciljevima, dobro osmisljenoj
metodologiji, precizno iznetim rezultatima rada, odgovarajucoj diskusiji, te dobro formulisanim
zakljuccima, ispunjava sve kriterijume adekvatno napisanog naucnog dela.

Stoga, Komisija sa zadovoljstvom predlaze Nastavno-nau¢nom vecu Univerziteta u Beogradu —
Farmaceutskog fakulteta da prihvati pozitivan izvestaj o izradenoj doktorskoj disertaciji pod nazivom
Spontanoemulgujuée nanoemulzije za primenu kurkumina na koZi: istraZivanje uticaja medufaznih
fenomena u koloidnom sistemu na efikasnost isporuke i bioloSku aktivnost, i kandidatu mag. farm. Ines
Nikoli¢ odobri javnu odbranu doktorske disertacije po dobijanju saglasnosti Veca naucnih oblasti
medicinskih nauka Univerziteta u Beogradu.
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