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IZVESTAJ

A. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija pod nazivom: ,Parenteralne nanoemulzije sa slabo
rastvorljivim psihofarmakolo$kim lekovima: formulacija, optimizacija i in vivo
procena dispozicije®, sadrzi Sest poglavlja: uvod, cilj istrazivanja, eksperimentalni deo,
rezultati i diskusija, zakljucak, i literatura. Na pocetku disertacije je prilozen
sazetak/abstract, dok se na kraju rada nalazi spisak publikovanih i saopstenih radova
koji ¢ine deo doktorske disertacije, kratka biografija kandidata, i potpisane izjave
kandidata o autorstvu, istovetnosti Stampane 1 elektronske verzije i koris¢enju doktorske

disertacije (obavezni Prilozi 1, 2 i 3).

Disertacija je napisana na 179 strana i sadrzi 34 slike (9 u uvodu, 25 u rezultatima i
diskusiji) i 18 tabela (6 u uvodu, 5 u eksperimentalnom delu, 7 u rezultatima i diskusiji).

Pregled literature sadrzi 174 navoda.

Uvod se sastoji iz sedam delova. Svaki deo sadrzi informacije koje su od znacaja za

predmet proucavanja ove doktorske disertacije.

U prvom delu uvoda kandidatkinja je izdvojila najznacajnije informacije o
nanoemulzijama kao obecavaju¢im koloidnim nosacima lekovitih/bioloski aktivnih
supstanci za razliCite puteve primene, posebno za parenteralnu primenu. Prikazujuci
najnovije literaturne podatke, kroz tri generacije parenteralnih nanoemulzija,
kandidatkinja jasno obrazlaze prednosti, izazove i potencijalna reSenja u razvoju
nanoemulzija kao perspektivnih nosata za poboljsanu, ciljnu isporuku slabo
rastvorljivih lekovitih supstanci u odredene organe, naro¢ito mozak, nakon parenteralne

primene.

Vode¢i se ¢injenicom da je uspeh nanoemulzija kao nosaca lekovitih supstanci kriti¢no
povezan sa njihovim sastavom, u drugom delu uvoda detaljno je opisan izbor visoko
bezbednih i biokompatibilnih  komponenata uljane faze, vodene faze i
emulgatora/stabilizatora, sa posebnim osvrtom na zahteve (opSte i specifi¢ne) koje

lipidne nanoemulzije za parenteralnu primenu treba da ispune.

U treCem delu uvoda dat je pregled visokoenergetskih i niskoenergetskih metoda i

uredaja za izradu nanoemulzija, sa akcentom na homogenizaciju pod visokim pritiskom



kao metodu izbora za dobijanje parenteralnih nanoemulzija zadovoljavaju¢ih

karakteristika, naro¢ito onih zasnovanih na lecitinu.

U cetvrtom delu ovog poglavlja kandidatkinja istice znacaj poznavanja i kontrole
istovremenog uticaja viSe formulacionih i/ili procesnih faktora na osobine kriticne za
kvalitet i stabilnost, te in vivo farmakokineticko ponaSanje i efikasnost razvijenih
nanoemulzionih sistema. U tom smislu, kao naroc¢ito koristan alat u razvoju i
optimizaciji nanoemulzija kao obecavaju¢ih nosaca slabo rastvorljivih lekovitih

supstanci prepoznata je metodologija eksperimentalnog dizajna.

Peti deo uvoda posvecen je fiziko-hemijskoj karakterizaciji (posebno analizi veli¢ine i
raspodele veli¢ina kapi, analizi zeta potencijala i morfoloskoj analizi) i proceni
stabilnosti parenteralnih nanoemulzija kao sustinskom delu razvoja kvalitetnih,

bezbednih i efikasnih proizvoda za klini¢ku upotrebu.

U Sestom delu uvoda akcenat je stavljen na znacaj i probleme in vitro ispitivanja brzine
oslobadanja lekovite supstance iz nanoemulzija. Buduci da za parenteralne preparate ne
postoji standardni farmakopejski ili neki drugi regulatorno propisan metod za in vitro
ispitivanje brzine oslobadanja lekovite supstance, u nastavku je dat osvrt na metode koje
Su u tu svrhu do sada kori$¢ene, uz objektivno navodenje prednosti i nedostataka svake
metode. Vise podataka dato je za tehniku reverzne dijalize uz primenu vreéica kao

metodu izbora, koju je kandidatkinja u eksperimentalnom delu rada i koristila.

Sedmi, poslednji deo ove celine posveéen je sudbini nanoemulzija u organizmu (engl. in
vivo fate, biofate) nakon parenteralne primene. U tom smislu, opisani su moguéi
mehanizmi eliminacije parenteralnih nanoemulzija i uloga sastava (uljana faza,
emulgator) i fizicko-hemijskih osobina nanoemulzija (veli¢ina kapi, povrSinska
svojstva) u biodistribuciji i farmakokinetici nakon parenteralne primene. Nakon toga,
kandidatkinja obrazlaze koncept diferencijalne adsorpcije proteina, kroz povezivanje
fizicko-hemijskih osobina nanoemulzionog nosac¢a lekovite supstance, profila
adsorbovanih proteina plazme i posledicne distribucije u organe parenteralno

primenjenih nanoemulzija.

Cilj rada je jasno definisan tako da se sagleda potencijal razvijenih nanoemulzija kao
perspektivnih  nosaca za poboljSanu isporuku u mozak slabo rastvorljivih

psihofarmakoloskih lekovitih supstanci nakon parenteralne primene, kroz jedinstven,



sveobuhvatni pristup — od formulacije, izrade i optimizacije primenom koncepta
eksperimentalnog dizajna, preko sistemati¢nog ispitivanja fizi¢ko-hemijskih i
biofarmaceutskih karakteristika i stabilnosti, do in vivo procene sistemske dispozicije i
efikasnosti isporuke inkorporirane lekovite supstance u mozak pacova. Ciljevi ove
doktorske disertacije realizovani su u okviru tri faze istrazivanja koje su opisane u

eksperimentalnom delu.

U poglavlju Eksperimentalni deo prikazani su podaci o ispitivanim formulacijama
nanoemulzija i opisane sve fizicko-hemijske, biofarmaceutske i in vivo metode i uredaji

koji su koriS¢eni u eksperimentalnom radu. Eksperimentalni rad izveden je u tri faze.

U prvom segmentu eksperimentalnog dela detaljno su opisani sastav i nacin izrade,
homogenizacijom pod visokim pritiskom, parenteralnin nanoemulzija stabilizovanih
kombinacijom lecitina i odgovarajuceg sternog stabilizatora, bez i sa inkorporiranom
model lekovitom supstancom (diazepam, risperidon), uz variranje razliitih
formulacionih i procesnih parametara (sadrzaj uljane faze, vrsta lecitina, vrsta
koemulgatora, vrsta vodene faze, prisustvo lekovite supstance i temperatura
homogenizacije), kao i procena uticaja ovih parametara i njihovih interakcija na osobine
kriticne za kvalitet i stabilnost razvijenih nanoemulzija (veli¢ina kapi, indeks
polidisperznosti, zeta potencijal i viskozitet), primenom metodologije punog faktorskog

i generalnog faktorskog eksperimentalnog dizajna.

U drugom delu ovog poglavlja opisan je postupak sveobuhvatne fizicko-hemijske i
biofarmaceutske karakterizacije odabranih optimalnih  formulacija placebo i
nanoemulzija sa lekovitom supstancom u pogledu veli¢ine i raspodele veli¢ina kapi
(fotonska korelaciona spektroskopija, laserska difrakcija, svetlosna mikroskopija),
povrsinskog naelektrisanja (merenje elektroforetske pokretljivosti 1 prevodenje u zeta
potencijal), viskoziteta (reoloska merenja), pH vrednosti, elektriéne provodljivosti,
morfologije (mikroskopija atomskih sila), interakcija lek-nosa¢ (diferencijalna
skeniraju¢a kalorimetrija, FT-IR spektroskopija), dugoro¢ne stabilnosti (godinu dana,
25 + 2°C), stabilnosti na sterilizaciju parom (121°C, 15 min, u autoklavu), kao i in vitro
brzine oslobadanja model lekovite supstance iz razvijenih, opimizovanih nanoemulzija
(tehnika reverzne dijalize uz primenu vrecica). Detaljno je opisana oprema koja je

pritom kori$éena, kao i primenjeni uslovi ispitivanja.



Konacno, u tre¢oj fazi eksperimentalnog dela opisan je protokol sprovodenja in vivo
farmakokinetickih i studija biodistribucije na pacovima soja Wistar nakon parenteralne
primene odabranih nanoemulzija sa diazepamom i risperidonom kao model lekovitim
supstancama, sa ciljem dobijanja uvida u farmakokineticke performanse i in vivo
dispoziciju razvijenih formulacija nanoemulzija i procene uticaja samog
nanoemulzionog sistema, kao nosaca, na farmakokinetiku, te efikasnost isporuke u
mozak inkorporirane model lekovite supstance. Dalje su opisani uslovi izvodenja i
oprema koris¢ena za in Vvitro i ex vivo odredivanje slobodne frakcije lekovite supstance
formulisane u vidu nanoemulzija ili rastvora. Na kraju je dat prikaz eksperimentalnog
protokola farmakodinamske studije sprovedene na modelu amfetaminom-indukovane
hiperlokomocije kod pacova, sa ciljem procene povezanosti bihejvioralnih efekata
lekovite supstance primenjene u vidu parenteralnih nanoemulzija i profila koncentracija

lekovite supstance u plazmi i mozdanom tkivu pacova.

Sve metode koje su koris¢ene u eksperimentalnom radu ove doktorske disertacije su
odgovaraju¢e 1 u skladu sa savremenim zahtevima naucnoistrazivackog rada u
relevantnoj oblasti. Takode, primenjene metode su omogucile dobijanje objektivnih i

pouzdanih rezultata na osnovu kojih je bilo moguce doneti adekvatne nau¢ne zakljucke.

Svi eksperimenti na Zivotinjama sprovedeni su u skladu sa EU Direktivom 2010/63/EU,
uz pridrzavanje protokola odobrenog od strane Etickog komiteta za rad sa

eksperimentalnim zivotinjama, Univerziteta u Beogradu—Farmaceutskog fakulteta.

Rezultati i diskusija su prikazani na 75 stranica teksta, kroz 25 slika i 7 tabela, i prate
prethodno opisane tri faze eksperimentalnog rada. Kroz diskusiju dobijenih rezultata,
kandidatkinja je na sveobuhvatan i razumljiv nacin iznela svoja tumacenja hipoteza
navedenih u ciljevima rada, koji objasnjavaju rezultate ove doktorske disertacije, a uz

osvrt na relevantne nalaze drugih autora koji imaju isti nau¢ni interes.

U poglavlju Zakljuéak navedeni su najznacajniji zakljucci svake od tri faze
eksperimentalnog rada, koji su u skladu sa dobijenim rezultatima i navedenim ciljevima

istrazivanja, kao 1 opsti zakljucak doktorske disertacije.

U poglavlju Literatura navedeno je 174 referenci citiranih harvardskim stilom.



B. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

Rezultati ove doktorske disertacije podeljeni su u tri celine, u skladu sa postavljenim
ciljevima, iznoSenjem i tumacenjem rezultata svake od izvedenih faza eksperimentalnog

rada.

U okviru prvog dela, nakon odabira odgovarajucih bezbednih, biokompatibilnih,
biodegradabilnih i funkcionalnih ekscipijenasa (uljana faza — na osnovu studija
rastvorljivosti; emulgatori/koemulgatori; vodena faza), primenom metodologije
eksperimentalnog dizajna formulisane su i metodom homogenizacije pod visokim
pritiskom (topli/hladni postupak) uspesno izradene parenteralne nanoemulzije bez i sa
inkorporiranom model lekovitom supstancom, stabilizovane kombinacijom lecitina i
odgovarajuceg sternog stabilizatora (polisorbat 80, poloksamer 188, Solutol HS 15).
Rezultati fizicko-hemijske karakterizacije i preliminarne procene stabilnosti su potvrdili
da su razvijene nanoemulzije pogodne za parenteralnu primenu, pri ¢emu je dobijeno
da su nanoemulzije izradene sa sojinim lecitinom robusnije i stabilnije od nanoemulzija
sa lecitinom iz jajeta, dok su nanoemulzije izradene sa natrijum-oleatom u vodenoj fazi,
kao dodatnim stabilizatorom i puferskim agensom, robusnije i stabilnije od onih sa
fosfatnim puferom. Pored toga, rezultati ovog dela doktorske disertacije potvrdili su
opravdanost primene punog faktorskog i generalnog faktorskog dizajna u cilju procene
istovremenog uticaja razli¢itih formulacionih i procesnih faktora, i njihovih interakcija,
na fizicko-hemijska svojstva i stabilnost izradenih nanoemulzija, a sa krajnjim ciljem
dobijanja nanoemulzija optimalnih karakteristika za parenteralnu primenu i isporuku
lekovite supstance u mozak. Rezultati su pokazali da ne samo ispitivani pojedinacni
faktori (sadrzaj uljane faze, vrsta lecitina, vrsta koemulgatora, vrste vodene faze,
prisustvo lekovite supstance, i temperatura homogenizacije), ve¢ interakcije izmedu
ovih faktora, znac¢ajno uti¢u na veli¢inu kapi, indeks polidisperznosti, zeta potencijal i

viskozitet, kao kriti¢ne atribute kvaliteta razvijenih nanoemulzija.

U drugom delu ovog poglavlja opisani su rezultati sistemati¢ne fizicko-hemijske i
biofarmaceutske karakterizacije 1 ispitivanja stabilnosti odabranih optimalnih
formulacija nanoemulzija bez i sa diazepamom i risperidonom kao model lekovitim
supstancama, a u cilju procene pogodnosti formulisanih nanoemulzionih sistema za

parenteralnu primenu i isporuku slabo rastvorljivih psihofarmakoloskih lekova. Fizi¢ko-



hemijska karakterizacija i studije stabilnosti pokazale su zadovoljavaju¢ nanometarski
opseg veli¢ina kapi, relativno usku raspodelu veli¢ina, visoko negativno povrSinsko
naelektrisanje, nizak viskozitet, kao i odli¢énu dugoro¢nu stabilnost (najmanje godinu
dana na 25 + 2°C) i stabilnost nakon sterilizacije parom (121°C, 15 min) ispitivanih
uzoraka nanoemulzija, potvrdujué¢i time osnovnu hipotezu da razvijene nanoemulzije
mogu biti obecavajuc¢i nosaci za parenteralnu primenu 1 isporuku slabo rastvorljivih
lekovitih supstanci, ukljucujuéi diazepam 1 risperidon. Ispitivanje uzoraka primenom
mikroskopije atomskih sila je potvrdilo rezultate odredivanja veli¢ine kapi, pokazujuci
ujednacenu distribuciju malih, sferi¢nih kapi nanoveli¢ina, dok su rezultati dobijeni
primenom diferencijalne skenirajuée kalorimetrije i FT-IR spektroskopije upucivali da
su diazepam i risperidon verovatno molekularno dispergovani, odnosno rastvoreni u
uljanoj fazi nanoemulzija, bez bilo kakvih naznaka intermolekulske lek—nosac¢
interakcije. Biofarmaceutska karakterizacija sprovedena primenom tehnike reverzne
dijalize sa vre¢icama omogucila je uvid u bifazne profile i brzinu oslobadanja model
lekovitih supstanci, diazepama i risperidona, iz razvijenih optimizovanih uzoraka

parenteralnih nanoemulzija, koje prati Korsmeyer—Peppas kinetiku.

Tre¢i deo rezultata daje detaljan prikaz farmakokinetickih i studija biodistribucije na
pacovima nakon parenteralne primene odabranih nanoemulzija sa diazepamom i
risperidonom kao model lekovitim supstancama, na osnovu ¢ega je omogucena in vivo
procena dispozicije razvijenih nanoemulzija i procena uticaja samog nanoemulzionog
sistema kao nosaca na farmakokinetiku, te efikasnost isporuke u mozak, inkorporirane
model lekovite supstance. Prezentovani in vivo farmakokineti¢ki profili odabranih
nanoemulzija diazepama sa rastucom koncentracijom uljane faze (20, 30 i 40%)
pokazali su diskretne razlike u farmakokinetici diazepama, koje su se ogledale u brzoj i
intenzivnoj inicijalnoj distribuciji lekovite supstance u mozak pacova hakon
intraperitonealne primene nanoemulzija sa 20% i 30% uljane faze. Takode,
eksperimentalni rezultati su pokazali razlicite i donekle nepredvidive farmakokineticke
profile risperidona u mozdanom tkivu pacova nakon intraperitonealne primene
odabranih nanoemuzija kostabilizovanih razli¢itim koemulgatorima (polisorbat 80,
poloksamer 188, Solutol HS 15), Sto je potvrdilo hipotezu da je povrSina kapi
nanoemulzija, odnosno sastav medupovrsinskog filma, najverovatnije klju¢ni faktor od

koga zavisi prolazak inkorporirane lekovite supstance kroz krvno-mozdanu barijeru.



Dobijene vrednosti farmakokinetickih parametara u plazmi, mozgu 1 jetri Su
kandidatkinju dovele do zakljucka da bi nanoemulzija kostabilizovana polisorbatom 80 i
nanoemulzija stabilizovana samo lecitinom, bez dodatog koemulgatora, mogle biti
najperspektivnije u isporuci risperidona u mozak. Ovi navodi potvrdeni su rezultatima
bihejvioralne analize koja je pokazala da su dve ispitivane nanoemulzije risperidona
suprimirale bazalnu aktivnost 1 ostvarile znacajan, brz i stabilan antagonizam
amfetaminom-indukovane hiperlokomocije kod pacova, sa tendencijom manje izrazene
sedacije i, u sluaju nanoemulzije stabilizovane samo lecitinom, produzenog
antipsihoticnog dejstva, u poredenju sa rastvorom risperidona, Sto dalje ukazuje na

njihovu obeéavajuéu primenu u akutnim psihoti¢nim stanjima.

Konac¢no, prikazani rezultati in vivo ispitivanja potvrdili su hipotezu o znacajnom
potencijalu razvijenih, tailor-made, parenteralnih nanoemulzija kao nosaca slabo
rastvorljivih psihofarmakoloskih lekovitih supstanci, ¢ija bi primena bila posebno

pozeljna u hitnim stanjima, kada je potrebna brza isporuka leka u mozak.

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA DISERTACIJE SA PODACIMA
IZ LITERATURE

Da bi se obezbedila brza/kontrolisana isporuka lekovite supstance u mozak i poboljSala
njena bioloska raspolozivost, te terapijski efekat, neophodno je savladati brojne kljucne
izazove, pocev od kriticnih karakteristika same lekovite supstance (slaba rastvorljivost,
znaajan metabolizam prvog prolaza, nespecificna biodistribucija, efluks od strane P-
glikoproteina), preko restriktivnih svojstava krvno-mozdane barijere, do dizajna i
implementacije adekvatne formulacione strategije i proizvodne tehnologije za
poboljsanje ciljne isporuke lekovite supstance u mozak. Medu nanotehnoloskim
strategijama koje se koriste u ove svrhe, poslednjih godina znacajna paznja istraZivaca
fokusirana je na nanoemulzije, zahvaljuju¢i njihovim brojnim povoljnim/privlia¢nim
svojstvima ukljucujué¢i biokompatibilnost, biodegradabilnost, fizi¢ku stabilnost,
jednostavan scale up, i, narocito, visok solubilizacioni kapacitet za lipofilne lekovite
supstance, moguce povecanje bioloSke raspoloZivosti, kontrolisano oslobadanje i ciljnu
isporuku u razlic¢ite organe (Benita i Levy, 1993; Hormann i Zimmer, 2016; Shinde i
sar., 2011; Tamilvanan, 2009). Mada se ,lipidne* nanoemulzije vise od pola veka

primenjuju u parenteralnoj ishrani, a neke su klinicki odobrene za intravensku isporuku



lipofilnih lekova (pr. diazepam, propofol, etomidat) (Constantinides i sar., 2008; Li i
sar., 2011), do sada je publikovano samo nekoliko radova na temu nanoemulzija kao
perspektivnih nosaca za poboljsanu isporuku slabo rastvorljivih lekovitih supstanci u
mozak nakon parenteralne primene (Kandadi 1 sar., 2011; Madhusudhan i sar., 2007;
Prabhakar i sar., 2013; Shah i sar., 2014), §to svedoc¢i o potrebi za ulaganjem dodatnih
napora u cilju optimizacije formulacije, stabilnosti, isporuke lekova, i uopste in vivo
ponasanja ovih sistema, dajuci ovoj temi obnovljen i sve veci znacaj (Klang i Valenta,

2011).

U svetlu prethodnih navoda i nalaza, moze se sagledeti poseban znacaj rezultata ove
doktorske disertacije koji pocivaju na detaljnom pregledu literature i primeni adekvatnih
fizicko-hemijskih, biofarmaceutskih i in vivo eksperimentalnih metoda, Kkoji
predstavljaju jasan doprinos u oblasti: (i) razvoja parenteralnih nanoemulzija kao
obecavajuih nosaca za poboljSanu isporuku u mozak slabo rastvorljivih
psihofarmakoloskih lekovitih supstanci; (ii) primene metodologije eksprimentalnog
dizajna u cilju procene istovremenog uticaja razlicitih formulacionih i procesnih faktora
na osobine kriticne za kvalitet i stabilnost nanoemulzija; (iii) uspostavljanja
potencijalnih veza izmedu fizi¢ko-hemijskih osobina lekovite supstance inkorporirane u

nanoemulzioni nosac i njene farmakokinetike, biodistribucije 1 farmakodinamike.

Dobro je poznato da parametri formulacije, parametri procesa izrade, kao i
inkorporiranje lekovite supstance u unutra$nju, uljanu fazu nanoemulzije, mogu
znacajno da utiu na fiziko-hemijska svojstva i stabilnost, i posledi¢no, na in vivo
farmakokineticko ponasanje, te efikasnost razvijenih nanoemulzionih sistema (Benita i
Levy, 1993; Hippalgaonkar i sar., 2010; Jumaa i Mdller, 2002; Nordén i sar., 2001).
Mada je uticaj navedenih faktora na osobine kriticne za kvalitet 1 stabilnost
nanoemulzija dokumentovan, malo je podataka u literaturi koji govore o njihovom
zajednickom efektu, a za Cije je sagledavanje i kontrolu eksperimentalni dizajn
prepoznat kao dobar alat (Klang i Valenta, 2011; Li i sar., 2017). Ipak, sistemati¢no
ispitivanje istovremenog uticaja vise formulacionih i/ili procesnih parametara na
fizicko-hemijske  osobine i stabilnost nanoemulzija, primenom  koncepta
eksperimentalnog dizajna, do sada je sprovedeno u svega nekoliko studija (Jumaa i sar.,
1998; Kelmann i sar., 2007; Marin-Quintero i sar., 2013; Musa i sar., 2013; Samiun i
sar., 2016; Zainol i sar., 2012). U tom smislu, veliki doprinos ove doktorske disertacije



predstavljaju rezultati dobijeni primenom punog faktorskog i generalnog faktorskog
dizajna u cilju dobijanja dubljeg uvida u to kako na kriti¢na svojstva nanoemulzija
(velic¢inu kapi, indeks polidisperznosti, zeta potencijal i viskozitet) uticu varijacije u
sastavu formulacije i uslovima izrade, ¢ime je omoguéena ne samo identifikacija faktora
koji imaju znacajan uticaj na vrednost ispitivanog odgovora, nego i kvantifikacija kako
direktnog efekta svake pojedina¢ne promenljive, tako i efekata njihovih interakcija, a sa
krajnjim ciljem dobijanja nanoemulzija optimalnih fizi¢cko-hemijskih svojstava za

parenteralnu primenu i isporuku lekovite supstance u mozak.

Pored uticaja formulacionih 1 procesnih parametara na osobine kriticne za kvalitet 1
stabilnost nanoemulzija, od velikog znacaja je i razumevanje uticaja same formulacije
na ponasSanje inkorporiranog leka. Poznato je da nanoemulzioni sistem sam po sebi
moze da utiCe na farmakokineticke performanse inkorporirane lekovite supstance i,
posledi¢no, na njen terapijski efekat (Hormann i Zimmer, 2016; Keck i sar., 2013).
Medutim, iako je, na primer, diazepam ve¢ formulisan u vidu komercijalno dostupnnih
injekcija tipa emulzije (pod zasti¢enim nazivom Diazemuls), generalno nema podataka
o njegovom farmakokinetickom profilu. Osim za diazepam, pretpostavlja se da bi
parenteralne nanoemulzije bile pogodan nosa¢ i za risperidon, atipi¢ni antipsihotik za
koji na trziStu nema farmaceutskog oblika pogodnog za tretman akutnih psihoti¢nih
epizoda ili akutne agitacije, a koji bi bio posebno pozeljan u urgentnim stanjima, kada je
potrebna brza isporuka leka u mozak, i kada pacijenti ne mogu ili odbijaju da uzmu
oralne oblike (D'Souza i sar., 2013; Kumar i sar., 2008; Rund i sar., 2006). Stoga je u
ovoj disertaciji opravdano sprovedeno ispitivanje farmakokinetike i in vivo profila
dispozicije formulisanih nanoemulzija sa diazepamom i risperidonom kao model
lekovitim supstancama, koje je potvrdilo uticaj same formulacije nanoemulzija, u smislu
rastuce koncentracije uljane faze i sastava ulje—-voda medupovrsinskog filma, pre svega
vrste kostabilizatora/koemulgatora, na farmakokinetiku inkorporirane model lekovite
supstance, ukljucujué¢i odnose ekspozicije u plazmi i mozdanom tkivu te efikasnost
isporuke u mozak, nakon intraperitonealne primene serije nanoemulzija kod pacova.
Pored farmakokinetickih nalaza, dodatna vrednost disertacije lezi u rezultatima
bihejvioralne studije sprovedene na modelu amfetaminom indukovane hiperlokomocije
kod pacova, koji su zajedno sa povoljnim fizicko-hemijskim i farmakokinetickim

svojstvima, mogli da ukazu na potencijalnu prednost razvijenih tailor-made
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nanoemulzija risperidona nad trenutno dostupnim formulacijama na trzi$tu, u lecenju

agitiranih i nekooperativnih akutnih psihoti¢nih pacijenata.

Sveukupno gledano, rezultati dobijeni i predstavljeni u okviru ove doktorske disertacije
delom su saglasni sa podacima iz literature, a rezultati odredenih ispitivanja izvedenih u
okviru disertacije nisu mogli biti provereni u publikovanim izvorima, te se smatraju

doprinosom istrazivackog rada kandidata.
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E. ZAKLJUCAK - OBRAZLOZENJE NAUCNOG DOPRINOSA
DISERTACIJE

Uzimajuéi u obzir brojna preformulaciona, formulaciona, fizioloska i farmakoloska
pitanja povezana sa razvojem parenteralnih farmaceutskih oblika lekova slabo
rastvorljivih u vodi, u ovoj disertaciji predloZen je noviji pristup zasnovan na
biokompatibilnim nanoemulzijama kao alternativnim, perspektivnim nosacima za
parenteralnu primenu slabo rastvorljivih psihofarmakoloskih lekovitih supstanci
(ukljucujuci diazepam i risperidon), a ¢ija bi primena bila posebno pozeljna u hitnim
stanjima, kada je potrebna brza isporuka leka u mozak. Visoki zahtevi koje u pogledu
kvaliteta 1 bezbednosti namece parenteralni put primene, specifiéne karakteristike
psihofarmakoloSkih lekovitih supstanci, uticaj razli¢itth faktora (formulacionih,
procesnih i prisustva lekovite supstance) na fizicko-hemijska svojstva i stabilnost

nanoemulzija, kao i uticaj samog nanoemulzionog sistema kao nosaca na bioloske
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performanse inkorporirane lekovite supstance (oslobadanje iz nanoemulzije,
farmakokineticko ponasanje i, posledi¢no, terapijski efekat), ¢ine razvoj parenteralnih

nanoemulzija sa slabo rastvorljivim psihofarmakoloskim lekovima narocito izazovnim,

U tom smislu, prikazana doktorska disertacija predstavlja svojevrstan nauc¢ni doprinos
na ovom polju, koji se upravo ogleda u multidisciplinarnom, sveobuhvatnom pristupu —
od formulacije, izrade i optimizacije primenom koncepta eksperimentalnog dizajna,
preko fizicko-hemijske i biofarmaceutske karakterizacije i ispitivanja stabilnosti
razvijenih nanoemulzija, do in vivo procene sistemske dispozicije i efikasnosti isporuke

inkorporirane lekovite supstance u mozak pacova.

U okviru doktorske disertacije pokazana je zadovoljavajuca primena eksperimentalnog
dizajna, kao posebno korisne strategije za identifikaciju i procenu efekata i interakcija
razli¢itih formulacionih i procesnih parametara i utvrdivanje njihove povezanosti sa
kriti¢nim atributima kvaliteta razvijenih nanoemulzija, a u cilju definisanja optimalnog
sastava formulacije i uslova izrade nanoemulzija koje u pogledu fizicko-hemijskih
svojstava zadovoljavaju kriterijume parenteralnog puta primene. Dodatna vrednost
disertacije lezi u objedinjavanju rezultata sveobuhvatne karakterizacije odabranih
optimalnih formulacija nanoemulzija bez i sa inkorporiranom model lekovitom
supstancom — njihovih fizicko-hemijskih karakteristika, stabilnosti, lek-nosa¢
interakcija, 1 osnovnih biofarmaceutskih karakteristika, cije poznavanje i kontrola
predstavljaju jedan od sustinskih aspekata u razvoju kvalitetnih, bezbednih i efikasnih
proizvoda za klini¢ku upotrebu.

Konaéno, veliki doprinos ove doktorske disertacije predstavljaju i rezultati dobijeni
sprovodenjem in vivo farmakokinetickih i farmakodinamskih ispitivanja formulisanih
nanoemulzija u cilju predvidanja uticaja samog nanoemulzionog sistema kao nosaca na
farmakokinetiku, te efikasnost isporuke u mozak inkorporirane model lekovite
supstance i, posledi¢no, bihejvioralne efekte. Na primeru diazepama i risperidona kao
model lekovitih supstanci, potvrdena je sposobnost parenteralnih nanoemulzija da
uspesno isporuce slabo rastvorljive lekovite supstance kroz krvno-mozdanu barijeru,
¢ime je dobijen uvid u znacajan potencijal razvijenih formulacija nanoemulzija kao
nosaca za parenteralnu primenu i poboljSanu isporuku u mozak slabo rastvorljivih
psihofarmakoloskih lekova, ¢ija bi primena bila posebno poZeljna u hitnim stanjima,

kada je potrebna brza isporuka leka u mozak.
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F. PREDLOG KOMISIJE ZA OCENU ZAVRSENE DOKTORSKE
DISERTACIJE

Doktorska disertacija pod nazivom ,Parenteralne nanoemulzije sa slabo
rastvorljivim psihofarmakolo$kim lekovima: formulacija, optimizacija i in vivo
procena dispozicije”, c¢ija je izrada odobrena na sednici Veca nau¢nih oblasti
medicinskih nauka na Univerzitetu u Beogradu odrzanoj 8.7.2014. godine, kandidata
mag. farm. Sanele M. Savi¢, po svom sadrzaju i formi, dobro napisanom uvodnom delu,
jasno postavljenim istrazivackim ciljevima, zadovoljavaju¢e osmisljenoj metodologiji,
precizno iznetim rezultatima rada, razloznoj diskusiji, i dobro formulisanim

zaklju¢cima, ispunjava sve kriterijume adekvatno napisanog nau¢nog dela.
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Komisija, stoga, sa zadovoljstvom predlaze Nastavno-nau¢nom vecu Univerziteta u
Beogradu — Farmaceutskog fakulteta da prihvati pozitivan izveStaj o izradenoj
doktorskoj disertaciji pod nazivom ,Parenteralne nanoemulzije sa slabo
rastvorljivim psihofarmakoloskim lekovima: formulacija, optimizacija i in vivo
procena dispozicije”, i kandidatu mag. farm. Saneli Savi¢ odobri javnu odbranu
doktorske disertacije po dobijanju saglasnosti Ve¢a naucnih oblasti medicinskih nauka

Univerziteta u Beogradu.
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