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SAZETAK

Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja je na osnovi pregleda dostupne literature opisati globalni problem
krivotvorenih lijekova i lijekova koji ne zadovoljavaju standarde kakvoce (eng.
substandard/falsified medical products), s posebnim naglaskom na antimalarike koji su
osobito podlozni krivotvorenju. Analiziraju se uzroci i posljedice i opisuju napori Kkoji se
ulazu u suzbijanje tog problema. Opisuje se pojavnost, etiologija, epidemiologija, patogeneza
I klini¢ka slika malarije. Navode se smjernice za prevenciju i lijeCenje malarije, ukljucujuéi
glavne skupine antimalarika na svjetskom trzistu. Pregledno se navode analiticke metode za
otkrivanje krivotvorenih antimalarika i istrazuju moguénosti primjene dvije inovativne
analiticke metode temeljene na Ramanovoj hiperspektralnoj analizi i ELISA
imunoenzimatskim testovima, koje bi u buduénosti mogle postati znacajan alat u borbi protiv

krivotvorenja lijekova.

Materijal i metode

Istrazivanja u okviru ovog specijalistickog rada teorijskog su karaktera. Literatura je
pretrazivana prema temi i predmetu istrazivanja, autorima i Casopisima. Pretraga je
obuhvacala struc¢ne i znanstvene ¢lanke, relevantne farmakopeje, vazece smjernice i izvjestaje
Svjetske zdravstvene organizacije i regulatornih tijela, kao i razne elektronicke izvore. Na
temelju proucavanja navedene literature izvedena su vlastita razmatranja predmetne

problematike.

Pri pretrazivanju literature koriStene su baze podataka: PubMed, Medline, Science Direct,

ResearchGate, Scopus, Embase, Web of Science.



Rezultati

Do danas je razvijen velik broj inovativnih metoda za otkrivanje krivotvorenih antimalarika,
temeljenih na razli¢itim tehnikama. Metoda temeljena na Ramanovoj spektroskopiji opisana u
ovom radu je jednostavna, jeftina i brza te bi se u budu¢nosti mogla koristiti za odredivanje
sadrzaja djelatnih tvari i raspodjelu djelatnih tvari unutar tableta antimalarika Riameta®.
Metoda temeljena na ELISA imunoenzimatskim testovima opisana u ovom radu razvijena je u
obliku testnog Stapica, kojim se semikvantitativno moze odrediti sadrzaj dihidroartemisinina u
razli¢itim antimalaricima na temelju prisutnosti ili odsutnosti testne linije. Metoda je
jednostavna, jeftina, ne zahtijeva kompleksnu obradu uzoraka. Obje metode mogle bi se u

buduénosti koristiti za preliminarno ispitivanje suspektnih antimalarika.

Zakljucak

Krivotvorenje lijekova je globalni javnozdravstveni, socijalni i ekonomski problem s
izrazenim trendom rasta u posljednjem desetljecu. Antimalarici su grupa lijekova osobito
podlozna krivotvorenju. Jedna od specifiénih mjera koje se poduzimaju u cilju suzbijanja
problema krivotvorenja lijekova je poticanje razvoja novih tehnologija i inovativnih
analitickih metoda za detektiranje i kvantificiranje djelatnih tvari u krivotvorenim lijekovima.
Metode koje se temelje na Ramanovoj hiperspektralnoj analizi te na ELISA
imunoenzimatskim testovima ve¢ su se pokazale uspje$nima u otkrivanju krivotvorenih
antimalarika na bazi artemisinina. Komparativne prednosti ovih metoda u odnosu na ostale
analiticke metode, kao npr. brzina dobivanja rezultata, fleksibilnost, jednostavnost, efikasnost,
neinvazivnost, cjenovna i ekoloska prihvatljivost i sli¢no, otvaraju prostor za uvodenje ovih
inovativnih metoda u postupke preliminarnog detektiranja suspektnog lijeka direktno na

mjestu pronalaska, odnosno uz minimalnu laboratorijsku obradu.



SUMMARY

Objectives

This specialist thesis aims to describe the global problem of falsified and substandard medical
products by using a systematic review of available literature, with special emphasis on
antimalarials that are particularly susceptible to counterfeiting. Firstly, the thesis explains
causes and impacts, as well as the efforts taken to combat this problem. The prevalence,
etiology, pathogenesis, epidemiology, and clinical manifestations of malaria are described.
Guidelines for the prevention and treatment of malaria are given, including the main groups
of antimalarials on the world market. The thesis gives an overview of analytical methods for
the detection of falsified/substandard antimalarials. Finally, implementation possibilities of
two innovative analytical methods are analyzed, one of which is based on Raman
hyperspectral analysis and the other on the monoclonal antibody-based immunoassays
(ELISA), which could be used as a significant tool in confronting this phenomenon in the

future.

Material and Methods

Research within this thesis is theoretical. Literature was searched by the topic, subject of the
research, authors and journals. The literature search included a wide range of specialized and
scientific articles, current versions of pharmacopeias and currently valid guidelines and
reports issued by the World Health Organization and regulatory bodies, as well as various

electronic sources. The author's reflections derive from the study of the mentioned literature.

In the literature search, databases were used: PubMed, Medline, Science Direct, ResearchGate,

Scopus, Embase, Web of Science.



Results

To the date, a large number of innovative methods have been developed for the detection of
falsified antimalarials, based on various analytical techniques. The method based on Raman
spectroscopy described in this thesis is simple, inexpensive and fast, and could be used in the
future for the determination of the content of active substances and the spatial concentration
distribution of active substances within Riamet® antimalarial tablets. The method based on
ELISA immunoassays described in this thesis has been developed in the form of dipstick, and
can be used for semiquantitative determination of the content of dihydroartemisinin in
different antimalarials, based on the presence or absence of the test line. The method is simple,
inexpensive and does not require complex sample processing. Both methods could be used in

the future for preliminary testing of suspicious antimalarials.

Conclusion

The counterfeiting of medical products is a global public health, social and economic problem
with a pronounced growth rate in the last decade. Antimalarials fall into a group of drugs
particularly susceptible to counterfeiting. One of the specific measures for combating the
growing problem of drugs counterfeiting is to encourage the development of innovative
technologies and innovative analytical methods for the detection and quantification of active
pharmaceutical ingredients in counterfeit drugs. The methods which are based on Raman
hyperspectral analysis and the monoclonal antibody-based immunoassays (ELISA) have been
already successful in detecting counterfeit artemisinin-based antimalarials. Comparative
advantages of these methods in contrast to other analytical methods, such as speed of results,
flexibility, simplicity, efficiency, non-invasiveness, cost and environmental acceptability etc.,
open the door to the introduction of these innovative methods in the procedures of preliminary
detection of suspicious drugs directly at the site of discovery, ie with minimal laboratory

processing.
VI
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Problem krivotvorenja lijekova, njegovi uzroci i posljedice, kao i mjere koje se poduzimaju kako bi se
zaustavila takva praksa, opisani su u izvjeSéu Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) (1) i
dokumentima brojnih svjetskih i nacionalnih institucija koje se bave svim aspektima te problematike,
kao i u brojnim preglednim i znanstvenim radovima. U prethodno navedenom izvje$¢u detaljno je
obraden i problem krivotvorenja antimalarika, kao jedne od skupina lijekova najizlozenijih
krivotvorenju, prvenstveno u kontekstu svjetskih napora koji se ulazu u borbu protiv suzbijanja te
bolesti kao i u kontekstu pojavnosti rezistencije na antimalarike. Zastitne mjere koje se poduzimaju u
cilju rjeSavanja tog problema ugradene su u regulatorne zahtjeve raznih drZava, izmedu ostalog i u
regulativu Europske Unije (2).

Pojavnost, etiologija, epidemiologija, patogeneza i klinicka slika malarije te napori koji se ¢ine kako bi
se malarija suzbila opisani su u raznoj literaturi, ukljuéujuci i Informativni list Svjetske zdravstvene
organizacije o osnovnim cinjenicama o malariji (3). Skupine lijekova koje se koriste za lijecenje
malarije te smjernice u kojim se slu¢ajevima i za koju vrstu malarije oni koriste, propisane su od strane
Svjetske zdravstvene organizacije (4). U tim je smjernicama navedeno u kojim se sluc¢ajevima koriste
lijekovi koji u svom sastavu sadrze derivate artemisinina - posljednjeg globalno ucinkovitog

antimalarika.

Uz opée mjere za borbu protiv krivotvorenih antimalarika, kao §to su primjerice globalne strategije
motrenja i izvjeStavanja o problemu, globalne baze za razmjenu podataka, implementacija nacionalnih
programa, provjera kakvoée iz prometa, osiguranje dostupnosti kvalitetnih i jeftinih lijekova, jedan od
vaznih alata borbe protiv krivotvorenja lijekova je i razvoj inovativnih analitickih metoda za

otkrivanje krivotvorenih antimalarika (5).

Standardne analiticke metode za provjeru kakvoce gotovih oblika antimalarika i djelatnih tvari koje se
nalaze u antimalaricima opisane su u vaze¢im izdanjima Internacionalne farmakopeje (6), Americke
farmakopeje USP/NF (7), Europske farmakopeje Ph. Eur. (8) i Britanske farmakopeje BP (9).

Medutim, navedene metode su skupe, kompleksne za izvedbu, zahtijevaju educirano osoblje i



opremljene laboratorije. Stoga, kako bi opée mjere i preventivni programi mogli biti uspjesni, vazan je
razvoj brzih, efikasnih, jeftinih i jednostavnih analitickih metoda za otkrivanje krivotvorina, koje su
istovremeno i usporedivo selektivne, specificne, tocne, precizne i izdrzljive u odnosu prema
standardnim analitickim metodama. U tom kontekstu Americka agencija za hranu i lijekove (eng.
Food and Drug Administration, FDA) poduprla je razvoj jednostavnih uredaja za otkrivanje
krivotvorenih lijekova (CD-3), ¢iji se princip rada temelji na snimanju kamerama s koristenjem LED

izvora (1,5).

Inovativne metode za otkrivanje krivotvorenih antimalarika opisane su u brojnim recentnim
znanstvenim radovima, a u ovom specijalistickom radu detaljno su opisane metode koje se temelje na
Ramanovoj hiperspektralnoj analizi (10) i ELISA imunoenzimatskim testovima (11), te su
predstavljene moguc¢nosti njihove primjene u detektiranju krivotvorenih lijekova. Navedene metode
trenutno nisu u rutinskoj uporabi, medutim u buduénosti bi mogle postati znacajan alat u borbi protiv

suzbijanja globalnog problema krivotvorenja antimalarika.



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je opisati globalni problem krivotvorenja lijekova te istraziti moguénosti
primjene dvije inovativne analiticke metode za otkrivanje krivotvorenih antimalarika koje bi se u
buduénosti mogle koristiti za detektiranje suspektnih proizvoda na licu mjesta, odnosno uz minimalnu
laboratorijsku obradu.

Specifi¢ni ciljevi su:

— opisati globalni problem krivotvorenja lijekova, precizirati uzroke i posljedice tog problema
te opisati napore Kkoji se ulazu kako bi se taj problem suzbio, s posebnim naglaskom na
krivotvorenje antimalarika;

— opisati pojavnost, etiologiju, patogenezu, epidemiologiju i klini¢ku sliku malarije te navesti
smjernice za prevenciju i lijeCenje malarije, ukljucujuéi i glavne skupine antimalarika na
svjetskom trzistu,

— objasniti razloge zbog kojih krivotvorenje antimalarika otezava svjetske napore suzbijanja
malarije u pogodenim podrucjima te nuznost razvoja brze i cjenovno prihvatljive analiticke
metode za otkrivanje krivotvorina;

— izraditi pregled dosad koriStenih analitickih metoda za otkrivanje krivotvorenih antimalarika;

— opisati dvije inovativne analiticke metode za otkrivanje krivotvorenih antimalarika temeljene
na Ramanovoj hiperspektralnoj analizi i ELISA imunoenzimatskim testovima te istraziti
mogucnosti njihove primjene u konkretnom kontekstu rastu¢eg problema krivotvorenja

lijekova.



3. MATERIJAL | METODE - SUSTAVNI PREGLED
SAZNANJA O TEMI

3.1. Definicije klju¢nih pojmova

Na 70. skupstini Svjetske zdravstvene organizacije (eng. World Health Organization,
WHO), potvrdene su definicije ,,Substandard and falsified (SF) medical produczs“ iz dokumenta
Appendix 3 to Annex, World Health Assembly document A70/23, 2017. (12) izradenog od strane radne

skupine ¢lanica Svjetske zdravstvene organizacije Member State Mechanism:

1) Lijek / proizvod nezadovoljavajuée kakvoce (eng. ,,Substandard Medical Product®, ,, Out-
of-Specification®) - predstavlja lijek / medicinski proizvod koji ne odgovara propisanim
zahtjevima kakvoce i/ili specifikacijama proizvoda.

2) Neregistrirani lijek / proizvod (eng. ,Unregistered*/ , Unlicensed Medical Product®) -
predstavlja lijek / medicinski proizvod koji nije proSao evaluaciju i zakonske procedure
davanja odobrenja za stavljanje lijeka u promet od strane nacionalnih i regionalnih
regulatornih tijela onih trzista na kojima je prisutan.

3) Krivotvoreni lijek / proizvod (eng. ,Falsified medical product®) - predstavlja lijek /

medicinski proizvod ¢iji je identitet, sastav ili podrijetlo lazno predstavljeno (1).

U ¢l. 3 Opcih odredbi hrvatskog Zakona o lijekovima (NN 76/2013, NN 90/14, NN 100/18) pojam
,Krivotvoreni lijek* definiran je na slijedeci nacin:

Krivotvoreni lijek je lijek koji je neistinito predstavljen s namjerom prijevare, s obzirom na:

a) identitet, ukljucujuéi pakiranje i oznacavanje lijeka, naziv ili sastav lijeka u pogledu bilo kojeg
sastojka lijeka ukljucujuci pomocéne tvari i jaCinu lijeka;

b) podrijetlo, ukljuéujuéi proizvodaca, drzavu proizvodnje i drzavu podrijetla lijeka ili nositelja
odobrenja za stavljanje lijeka u promet;

¢) sljedivost, ukljucujuéi zapise i dokumente koji se odnose na promet lijeka.

Definicija se ne odnosi na lijek s nenamjernim nedostacima u kakvoc¢i i ne odnosi se na pitanja o

kr8enju prava intelektualnog vlasnistva (13).



3.2. Globalni problem krivotvorenja lijekova

Unato¢ sve vecoj dostupnosti jeftinih i kvalitetnih lijekova za suzbijanje brojnih bolesti, u posljednjih
desetak godina trend krivotvorenja lijekova i pojavnosti lijekova nezadovoljavajuc¢e kakvocée u
stalnom je porastu na trziStima svih regija svijeta.

Stvarni opseg ovog problema ne moZe se precizno odrediti, i to zbog brojnih ¢imbenika koji na njega
utjecu, kao i zbog ogranicenih izvora informacija i nedostatka svjesnosti o tezini problema, no jasno je
da se radi o globalnom problemu, sto dokazuje i Slika 1 iz koje je vidljiv postotak prijava
krivotvorenih lijekova Globalnom sustavu nadzora i pracenja krivotvorenih lijekova (eng.
WHO Global Surveillance and Monitoring System for substandard and falsified medical products,

GSMS) u razdoblju od 2013. do 2017. godine.

Afrika

42%, Europa

o0

Amerika
Zapadni Pacifik
Istoéni Mediteran

Jugoistocna Azija

&

Slika 1 — Postotak prijava krivotvorenih lijekova GSMS-u od 2013. do 2017. godine
(preuzeto i prilagodeno prema literaturnom navodu 1)
Proizvodnja i trgovina krivotvorenih lijekova odvija se pretezno u Africi i Aziji. Pretpostavlja se da je
u zemljama s niskim i srednjim bruto domac¢im proizvodom 10,5% lijekova na trzistu ili krivotvoreno
ili nezadovoljavaju¢e kakvoce, odnosno ekonomski gledano obim ilegalne trgovine lijekovima u tim
zemljama procjenjuje se na 30,5 milijardi dolara (1). U razvijenim zemljama gotovo da i nema
krivotvorina u ovlastenim lancima opskrbe, odnosno unutar legalnog distribucijskog lanca, ali zato

posebnu opasnost predstavlja kupnja lijekova i medicinskih proizvoda preko interneta (1).



Krivotvorenju su podlozne sve vrste lijekova, izvorni (originalni) i istovrsni (genericki) lijekovi. U
zemljama u razvoju najéesc¢e se krivotvore lijekovi za lijeGenje po Zivot opasnih bolesti iz skupina
antibiotika, onkoloskih i kardiovaskularnih lijekova, antivirotika i antimalarika, dok se u razvijenim
zemljama najvise krivotvore lijekovi za poboljSanje stila Zivota (eng. lifestyle products), medu kojima
lijekovi protiv pretilosti, lijekovi za lijeCenje erektilne disfunkcije, intelektualni stimulansi i lijekovi i

sredstva za jacanje miSi¢ne mase (anabolici, hormoni) (1).

S obzirom na kvalitetu krivotvorenih proizvoda, prema podacima SZO-a najveci broj krivotvorina
odnosi se na lijekove bez djelatne tvari (oko 30%), zatim slijede lijekovi s neodgovaraju¢im sadrzajem
djelatne tvari (oko 20%) i lijekovi koji sadrze nedeklarirane sastojke (oko 20%) (10). Vrlo Cesto na
trzistu se detektiraju i prepakirani lijekovi kojima je istekao rok valjanosti ili lazno oznaéeni proizvodi.
Krivotvoreni lijekovi i lijekovi nezadovoljavajuce kakvoce nisu sigurni za uporabu, budué¢i da mogu
imati utjecaja na zdravlje onih koji ih uzimaju, a posredno mogu imati Siroke javnozdravstvene,

ekonomske i socioekonomske posljedice.

Iz svega navedenog jasno proizlazi da se radi o velikom problemu globalnih razmjera. Za suzbijanje
ovog problema nuzno je sustavnim pristupom odrediti i provoditi mjere prevencije od pojavnosti,
razviti naCine otkrivanja problema i implementirati nacCine brzog i efikasnog odgovora u slucaju
otkrivanja krivotvorenih lijekova i lijekova nezadovoljavaju¢e kakvocée na trzistu. U tu borbu
ukljucene su brojne medunarodne institucije, kao i regionalna i lokalna regulatorna tijela nadlezna za
promet lijekovima i medicinskim proizvodima, policija, carina, inspekcijske sluzbe, pravosudna tijela i

sama farmaceutska industrija u pojedinim zemljama (1, 14).

3.2.1. Krivotvorenje antimalarika

Antimalarici su skupina lijekova koja je osobito podloZzna krivotvorenju, i to najéeS¢e U nerazvijenim
zemljama jugoistocne Azije i subsaharske Afrike.

U razli¢itim istrazivanjima dobiveni su razliciti podaci o pojavnosti krivotvorenih antimalarika na
svjetskom trzistu. Zbog razlika u metodologijama i definiciji problema, nedostatka podataka iz

pojedinih geografskih podrucja, zbog razlika u pristupu problemu te razlika u vrstama nesukladnosti u



odnosu na deklarirano, opseg krivotvorenja antimalarika moguce je odrediti samo aproksimativno, no

sigurno je da su antimalarici medu najpogodenijim lijekovima po pitanju krivotvorenja (1,14).

U razdoblju od 2013. do 2017. godine sukladno podacima GSMS-sustava gotovo 20% prijava o
krivotvorenju lijekova, odnosno o0 pojavnosti lijekova nezadovoljavajuée kakvoce odnosilo se na
antimalarike (1), sto je vidljivo iz Tablice 1.

Tablica 1 - Slucajevi krivotvorenih lijekova prijavljeni u GSMS-sustav (SZO) izmedu 2013. i 2017.
godine (preuzeto i prilagodeno prema literaturnom navodu 1)

Broj zemalja Ukupni Udio
Skupine lijekova u kojima su zabiljezena | broj prijava | u ukupnom broju
krivotvorenja prijava (%)

Anestetici i analgetici 29 126 8,5
Antibiotici 46 244 16,9

Onkoloski lijekovi 19 100 6,8
Kontraceptivi i lijeCenje neplodnosti 19 29 2,0
Antidijabetici 7 11 0,8
Kardiovaskularni lijekovi 22 75 51
Lijekovi protiv HIV-a / hepatitisa 9 43 2,9
Lijekovi zivotnog stila 37 124 8,5
Antimalarici 26 286 19,6
Lijekovi za mentalno zdravlje 19 45 3.1
Cjepiva 11 29 2,0

U jednom istrazivanju temeljenom na pregledu 251 studije unutar baze podataka WWARN (eng. The
Worldwide Antimalarial Resistance Network), provedene izmedu 1946. i 2013. godine, navodi se
slijede¢i podatak: 30,1% testiranih antimalarika nije zadovoljilo standarde kakvoce (u pogledu sastava
ili pakiranja), te je od toga 39,3% klasificirano kao krivotvoreni lijek, 2,3% kao lijek

nezadovoljavajuce kakvoce, a 58,3% nije klasificirano (15).

Nadalje, na osnovu istrazivanja koje je na zahtjev SZO-a provela Londonska Skola za higijenu i
tropsku medicinu (eng. London School of Hygiene and Tropical Medicine, LSHTM), a temeljenom na
pregledu studija provedenih u subsaharskoj Africi izmedu 2001. i 2016. godine koje opisuju slucajeve
krivotvorenja s pronadenim sadrzajem djelatnih tvari manjim od 85%, procjenjuje se da je od 2,1% do
4,9% smrti povezanih s malarijom uzrokovano koristenjem krivotvorenih lijekova i lijekova

nezadovoljavajuce kakvoce. Ukoliko se postotak racuna uzimajuéi u obzir slu¢ajeve malarije koji su
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bili lijeCeni, on iznosi izmedu 3,8% i 8,9% smrti. Unato¢ ograni¢enjima studije, pokazano je da se radi
o znacajnom javnozdravstvenom i socioekonomskom problemu, s obzirom da se troskovi potrebnog

dodatnog lije¢enja procjenjuju na izmedu 12,1 i 44,7 milijuna ameri¢kih dolara (14).

Neke nedavne studije takoder pokazuju da u posljednje vrijeme u podrucjima jugoistoéne Azije i
Afrike Cesto dolazi do krivotvorenja antimalarika baziranih na kombiniranoj terapiji artemisininom
(ACT terapija), na nacin da se u takvim lijekovima nalazi samo artesunat, i to zbog razloga §to je
kombinirana terapija dvostruko skuplja u odnosu na onu koja je bazirana samo na artemisininu. Prema
procjenama SZO-a u subsaharskom podruéju Afrike samo zbog uzimanja laznih lijekova protiv
malarije godi$nje umire 72 do 267 tisuca osoba (14).

Navedeno moze dovesti do toga da uzro¢nici malarije s viemenom postanu rezistentni na lijek pa tako

lazni lijekovi pomaZzu Sirenju zaraze (vise u poglavlju 3.2.3.).

3.2.2.  Uzroci krivotvorenja lijekova

Pojava krivotvorenih lijekova i lijekova nezadovoljavaju¢e kakvocée na trziStu najéeSce je rezultat
djelovanja organiziranog kriminala koji u svrhu nelegalnog stvaranja dobiti na trziste plasira lazne
lijekove i medicinske proizvode. Imaju¢i na umu veli¢inu globalnog trzista lijekovima, veliku
potraznju za njima s jedne strane i kompleksnost proizvodnje i distribucijskih lanaca s druge strane,
jasno je da kriminalne organizacije na tom podrucju vide priliku za lakom zaradom, ne vodeéi pri tom
racuna o kvaliteti lijekova odnosno posljedicama njihovog koriStenja za potrosace. Problem zahvaca
jednako originalne (inovativne) kao i istovrsne (genericke) lijekove, skupe kao i jeftine lijekove. Osim
zelje za profitom, kao glavnim motivom za krivotvorenje lijekova, postoji Citav niz kompleksnih
¢imbenika Koji poticu ilegalnu proizvodnju krivotvorenih lijekova i lijekova nezadovoljavajuce

kakvoce te njihovu distribuciju i prodaju. Neki od najvaznijih su:

(1) nedostupnost kvalitetnih, sigurnih i djelotvornih lijekova,
(2) neodgovarajuci nadzor nad proizvodnjom, provjerom kakvoce i distribucijom lijekova,
(3) slabi tehni¢ki uvjeti za provodenje dobrih proizvodackih i distribucijskih praksi,

(4) slaba educiranost i niski eticki kodeks djelatnika u svim elementima sustava.



(1) Nedostupnost kvalitetnih, sigurnih, djelotvornih i cjenovno pristupacnih lijekova

Unato¢ Cinjenici $to je globalno trziste lijekovima u proteklom desetlje¢u znacajno povecano, mnogi
lijekovi su za milijune ljudi diljem svijeta i dalje nedostupni. Nedostupnost legalnih lijekova jedan je
od glavnih ¢imbenika za ulazak krivotvorenih lijekova na trziste. Krivotvoreni lijekovi javljaju se u
slu¢ajevima nestasSica uslijed neadekvatnog planiranja proizvodnje ili neplaniranih dogadaja kao §to su
epidemije, ratovi, prirodne katastrofe, politicke nestabilnosti te u slu¢ajevima kulturoloskih restrikcija
(npr. kontraceptivi). U slabo razvijenim zemljama zdravstveni sustavi ne mogu uvijek osigurati skupe
kvalitetne lijekove pa se u takvim sluéajevima lijekovi ¢esto nabavljaju iz nepouzdanih izvora, a sami
pacijenti Cesto kupuju jeftinije lijekove preko interneta ili ¢ak od uli¢nih prodavaca, §to prikazuje

Slika 2.

Slika 2 — Prodaja lijekova na ulici u zapadnoj Africi (preuzeto iz literaturnog navoda 1)

(2) Neodgovarajuéi nadzor nad provodenjem dobre proizvodacke prakse, provjere kakvoce,

distribucije i prodaje lijekova

Na pojavu krivotvorenih lijekova utje¢e nedostatak visokih standarda za nadzor nad provodenjem
dobre proizvodacke i distribucijske prakse te kontrole kakvoce proizvoda. Mehanizmi za provodenje
inspekcijskih kontrola na carinama, u uvoznim lukama i drugim tockama unutar distribucijskog lanca
su nedjelotvorni. Farmakovigilancijski sustav praenja (otkrivanja sumnji na krivotvorenje u slucaju
neucinkovitosti 1 nuspojava lijeka) ne postoji ili je nedjelotvoran. Krivotvorenja su Cesta i u

slu¢ajevima gdje postoji visok stupanj kompleksnosti proizvodnje i distribucijskog lanca, te prilikom
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uvoza i izvoza, gdje izmedu drzava uvoznica i izvoznica nisu jasno definirane ugovorne odredbe o
pracenju sljedivosti, regulatorni zahtjevi su neuskladeni, a provjere su manjkave.

Krivotvorenja su Cesta i u drzavama gdje sustav kaznjavanja i procesuiranja pocinitelja nije dovoljno
snazan i transparentan, zbog ¢ega proizvodaci i dobavljac¢i radi ostvarivanja uSteda ¢esto namjerno

propustaju pojedine postupke i kontrole tijekom proizvodnje i distribucije.

(3) Slabi tehnicki uvjeti za provodenje dobrih proizvodackih i distribucijskih praksi

Krivotvoreni lijekovi i lijekovi losije kvalitete ulaze na trziste tamo gdje ne postoje jasne procedure za
provodenje dobre proizvodacke i distribucijske prakse, npr. ako se ne mogu osigurati vozila s
adekvatnim transportnim uvjetima, ako nema dovoljno pretovarnih skladista u kojima se vrsi nadzor
temperaturnih i drugih mikroklimatskih uvjeta, ako je sveopc¢a infrastruktura losa, ako nema dovoljno
akreditiranih i tehnicki opremljenih laboratorija za provjeru kakvoce lijekova, a osoblje koje provodi

te postupke nije dovoljno educirano.

Primjer je kad je 2011. godine jedan lijek u Pakistanu, ¢ije su deklarirane indikacije bile u
kardioloskom podrucju, uzrokovao vise od 200 smrti i znacajan broj hospitalizacija. Istragom je
utvrdeno da je zbog nepridrzavanja smjernica dobre proizvodacke prakse (GMP), tijekom proizvodnih
faza u formulaciju slu¢ajno dodana letalna doza antimalarika, vjerujuci da se radi o inertnoj pomo¢noj

tvari (1).

(4) Slaba educiranost i niski eti¢ki kodeks djelatnika u sustavu

Zdravstveni djelatnici, kao i djelatnici regulatornih tijela, carine, policije, sudstva i sveopéa javnost u
pojedinim drzavama cesto nisu dovoljno educirani o problemu i nisu svjesni obima, opasnosti i
posljedica tog problema. Ilegalna trgovina lijekovima Cesto se ne percipira jednako opasnom, pa cak i
opasnijom od ilegalne trgovine drogom.

Zbog siromastva i sklonosti korupciji u javnom i privatnom sektoru dolazi do provodenja neetickih
praksi u zdravstvenim ustanovama, veleprodajama i ljekarnama, kao $to su npr. naruéivanje lijekova

od jeftinijih, ali neprovjerenih izvora, namjerno preporucivanje i propisivanje krivotvorenih lijekova te
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neprijavljivanje pronalaska krivotvorenog lijeka od strane zdravstvenog djelatnika, legalnog
proizvodaca i distributera, sve zbog Zelje za ostvarivanjem financijske dobiti ili zbog straha od osvete.
Globalni programi financiranja koji se provode s ciljem spre¢avanja i suzbijanja neke bolesti, npr.
malarije, nazalost mogu postati mamac za kriminalne aktivnosti s obzirom na veliki volumen lijekova
ili cjepiva koji se u tu svrhu stavlja na trziSte, a Cije je koriStenje promovirano od strane svjetskih i
nacionalnih institucija. Krivotvoritelji lijekova u takvim slucajevima nalaze svoju priliku za
ubacivanje krivotvorenih lijekova u distribucijski lanac.

Primjer ovakvog sluc¢aja je kad su carinici u Angoli 2012. godine prilikom pregleda posiljke razne
robe iz juzne Kine unutar zvu¢nika pronasli 33 milijuna doza antimalarika Coartema® koji je na
pakiranju nosio obiljezje kvalitete ,,Green Leaf” (logo kojim se obiljeZavaju lijekovi ¢iju distribuciju
subvencionira Globalna zaklada za borbu protiv HIV-a, tuberkuloze i malarije i Gavi, Savez za
cjepiva). U ovom slucaju analizom je potvrdeno da lijek nije sadrzavao djelatnu tvar, te nije bio
distribuiran od strane gore navedenih institucija, nego su krivotvoritelji iskoristili brend
,»Coartem™ §vicarske tvrtke Novartis i logo ,,Green Leaf* za lazno predstavljanje. Na Slici 3 usporedno

je prikazano krivotvoreno i originalno pakiranje lijeka Coartema.

" 201120 (4 NOVARTIS ' cnaﬂam ?U}IZIU ) NOvARTIS

-

i S
Slika 3 — Legalno i krivotvoreno pakiranje Coartema

(izvor: https.//www.who.int/medicines/requlation/ssffc/sf-med-products/en/index7.html)

Unato¢ opseznoj akciji, nadlezni ipak nisu uspjeli povuéi s trzista sve krivotvorene lijekove, pa je tako
godinu dana nakon opisanog dogadaja krivotvorenje lijekova na bazi artemetera i lumefantrina pod

brendom Coartem® tvrtke Novartis i drugim brendovima prijavljeno u 18 africkih zemalja (1).

11


https://www.who.int/medicines/regulation/ssffc/sf-med-products/en/index7.html

3.2.3. Posljedice krivotvorenja lijekova
Posljedice krivotvorenja lijekova mogu biti zdravstvene, ekonomske i socioekonomske. U Tablici 2

prikazane su najvaznije posljedice po skupinama.

Tablica 2 - Posljedice krivotvorenja lijekova — (prilagodeno prema literaturnom navodu 1)

Zdravstvene posljedice

e nuspojave i Stetni dogadaji ukljucujuci toksi¢nost i nedjelotvornost zbog toga sto lijekovi ne
sadrze deklariranu djelatnu tvar ili su kontaminirani

e neuspjelo lijeCenje ili prevencija bolesti, potreba za dodatnim lijecenjem, povecane stope
mortaliteta i morbiditeta, visoka prevalencija bolesti

e razvoj antimikrobne rezistencije i Sirenje infekcija otpornih na lijekove

e gubitak povjerenja u zdravstveni sustav pri ¢emu pacijenti odbijaju lijecenje, odbijaju
cijepljenje i okrecu se neprovjerenim izvorima lijeenja

Ekonomske posljedice

e povecéana izvanredna direktna izdavanja za zdravstvo (tzv. ,,0ut-of-pocket* troskovi) i
povezani troSkovi (npr. troskovi transporta)

o financijski gubici za pacijente i gubici u zdravstvenom sustavu jer se zbog nedjelotvornosti
krivotvorine i pojave nuspojava i rezistencije na lijekove troSkovi lijeCenja povecavaju

e nepotrebni utrosci resursa (ljudskih, financijskih i tehnic¢kih) u zdravstvenom, regulatornom,
carinskom i represivnom sustavu

e financijska Steta i gubitak ugleda za legalne proizvodace lijekova

Socioekonomske posljedice

e gubitak produktivnosti pacijenata zbog produljenog lijeCenja, hospitalizacije, invalidnosti,
neproduktivnosti za rad ili smrti

e smanjeni bruto domaci proizvod zbog gubitka produktivnosti i gubitka prihoda

e produbljenje siromastva

(1) Zdravstvene posljedice uporabe krivotvorenih antimalarika

Osim posljedica po zdravlje ljudi, kao $to su nedjelotvornost lijeka, nuspojave, neuspjelo lijecenje, pa
¢ak i smrt, jedna od posljedica uporabe krivotvorenih antimalarika je i problem antimikrobne
rezistencije koji se javlja u ciklusima i koji moze umanjiti postignute napretke u suzbijanju malarije

na pogodenim podrucjima.

Antimikrobna rezistencija éesto se javlja kod uporabe subterapijskih doza lijeka. Takve doze obi¢no su
dovoljno visoke da uniste standardni soj patogena, ali pritom daju reproduktivnu prednost mutantnim

sojevima, protiv kojih nemaju u¢inka, te se mutantni sojevi pocinju Siriti medu populacijom.
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Koncentracije djelatne tvari koje mogu dovesti do antimikrobne rezistencije ovise o vrsti djelatne tvari,

patogenu i individualnom pacijentu.

Tijekom 50-ih i 60-ih godina proslog stoljeca primijecena je rezistencija na antimalarike starijih
generacija, kao §to su klorokin i sulfadoksin-pirimetamin, §to je rezultiralo smanjenim postotkom
prezivljavanja djece u drzavama pogodenim malarijom u odnosu na prethodne godine. Tijekom 2006.
i 2007. godine SZO po prvi je put upozorila svjetsku javnost o pojavnosti rezistencije na antimalarik
artemisinin, i to na granici Kambodze i Tajlanda. Poduzete su brojne mjere kako bi se sprijecila pojava
takvih rezistentnih sojeva. Medutim, unato¢ svim implementiranim mjerama, rezistencija na
artemisinin uocena je i u drugim geografskim podru¢jima regije jugoistocne Azije uz rijeku Mekong,
kao i rezistencija na neke druge lijekove koji se koriste u kombinaciji s artemisininom. Stoga je 2015.
godine SZO izdala dokument Strategija za suzbijanje malarije u subregiji Mekong (eng. Strategy
for malaria elimination in the Greater Mekong subregion (2015-2030). Dokument uklju¢uje smjernice
i ciljeve koji su postavljeni kako bi se malarija eliminirala kroz vise etapa, poc¢evsi od podrucja gdje je
rezistencija najucestalija. Takoder, osim regionalnog programa i podrske od strane Svjetske

zdravstvene organizacije, zemlje subregije su implementirale i nacionalne programe (16).

Rezultati provodenja navedene strategije su optimisti¢ni. Naime, prema posljednjim informacijama
objavljenim u 8. Biltenu Programa, od 2012. do 2018. godine pojavnost slu¢ajeva malarije u subregiji
oko rijeke Mekong pala je za 74%, dok je broj smrti pao za 95%. U prvoj polovici 2019. godine broj

slucajeva P. falciparum malarije pao je za 65%, $to je najveci ikad zabiljezeni pad slucajeva (17).

Rezistentni sojevi prisutni su i u Africi, gdje su do 2011. godine bili prijavljeni brojni slucajevi
krivotvorenja derivata artemisinina i kombinirane terapije koja ukljucuje artemisinin. Naime, vecina
africkih zemalja poti¢e koriStenje kombinirane terapije temeljene na artemisininu, odnosno zamjenu
monoterapije s kombiniranom terapijom, kako bi se sprijecila rezistencija na lijekove (18).

Slika 4 prikazuje u kojim su drzavama zabiljezene te prijave i koje lijekove obuhvacaju.
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Artemether-umefantrine tab (2)
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Artesunate-SP tab (1)
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erveno krivotvoreni [plavo [lijekovi nezadovoljavajuée kakvoce crno Jnejasno da li su krivotvoreni ili

nezadovoljavajuée kakvocée

Slika 4 - Prijave krivotvorenih lijekova i/ili lijekova nezadovoljavajuce kakvoce na bazi derivata
artemisinina ili ACT terapije do listopada 2011. (preuzeto i prilagodeno prema literaturnom navodu 18)

Primjer jednog takvog dogadaja jest kad je jedan ljekarnik u zapadnoj Africi 2013. godine otkrio vrecu
punu djelomi¢no opremljenih antimalarika, koji su distribuirani besplatno u jeku javnozdravstvene
kampanje. Na blisterima je bilo otisnuto ime jedne francuske grupacije. Preko sustava GSMS
obavijesteno je francusko regulatorno tijelo koje je pokrenulo istragu u kojoj je utvrdeno da je
navedena grupacija imala dozvolu samo za proizvodnju biljnih proizvoda. Lijekovi nisu zadovoljavali
standarde kakvocée te nisu imali deklarirani sadrzaj djelatne tvari. Dodatno je ustanovljeno da je
tijekom 2012. godine vise od 8 milijuna doza tog antimalarika distribuirano u subsaharskoj Africi. Od
istog dobavljaca tijekom 2013. i 2014. distribuirano je i 6000 doza brzog dijagnostickog testa za
malariju, koji nije zadovoljavao standarde kakvoce i za kojega proizvoda¢ nije imao odobrenje za
proizvodnju ni odobrenje za stavljanje u promet. Visoki sud u Parizu izrekao je novéane i zatvorske
kazne uklju¢enima u proizvodnju i distribuciju, medutim one su bile znatno manje u odnosu na one

izreCene za ilegalnu trgovinu drogom. Vazno je napomenuti da je u presudi bilo navedeno da takvi
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krivotvoreni antimalarici ugroZzavaju zdravlje pojedinaca te predstavljaju prijetnju javhom zdravlju

zbog moguceg razvoja antimikrobne rezistencije (1).

Kombinirana terapija na bazi artemisinina jos je uvijek djelotvorna terapija koja spasava mnoge Zivote
u endemskim podru¢jima. Medutim, u slucaju pojavnosti rezistencije na tu terapiju, ne postoji
alternativna terapija koja bi ju mogla zamijeniti. Veza izmedu krivotvorenja antimalarika i pojave
antimikrobne rezistencije istrazivana je u brojnim studijama, medu ostalim i u Studiji o zdravstvenim
i ekonomskim posljedicama rezistencije na artemisinin iz 2014. godine (19). Studija predvida
model u kojem bi uspjesnost lijeCenja kombiniranom terapijom koja ukljucuje artemisinin koja se
koristi kao prva linija obrane protiv P. falciparum malarije u endemskim podrué¢jima bila smanjena na
30% te bi se lijeCenje teZih oblika malarije vratilo na terapiju kininom. Podaci su usporedeni S
modelom gdje je artemisinin kombinirana terapija visoko djelotvorna (95%), a teSka malarija se lijeci
artesunatom. Prema procjeni, u slucaju da se razvije i raSiri antimikrobna rezistencija na kombiniranu
terapiju koja ukljucuje artemisinin, u pogodenim podru¢jima deSavalo bi se 116.000 smrti godisnje,
troSkovi dodatnog lijeCenja zbog nedjelotvornosti primarnog lijeCenja i posljedica teske malarije
iznosili bi 32 milijuna USD godiSnje, a tro§kovi zbog gubitka produktivnosti iznosili bi 385 milijuna
USD (19).

Takoder, neke studije su pokazale da su pacijenti koji su lijeCeni antimalaricima nezadovoljavajuce
kakvoce imali povecan broj gametocita (spolnog stadija parazita koji se moZe ponovno prenijeti s
ljudskog domacina nazad na komarca) u odnosu na osobe lijeCene kvalitetnim lijekovima, §to

povecava kruZenje opasnog parazita otpornog na lijekove medu populacijom (20).

3.3. Nacini rjesavanja problema krivotvorenja lijekova

Kako bi borba protiv krivotvorenja lijekova bila djelotvorna, nuzna je suradnja i koordinacija Sirokog
kruga dionika sustava kao $to su nadlezna tijela u zdravstvu, regulatorne agencije, carina, sudstvo,
zdravstveni radnici, znanstvena zajednica, neprofitne organizacije i sliéno, i to na nacionalnoj,

regionalnoj i globalnoj razini.
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3.3.1. Aktivnosti na globalnoj razini

3.3.1.1. Globalni sustav za nadzor i pracenje krivotvorenih lijekova (GSMS)

Svjetska zdravstvena organizacija je u srpnju 2013. godine pokrenula Globalni sustav za nadzor i
pracenje krivotvorenih lijekova (eng. The Global Surveillance and Monitoring System for SF medical
products, GSMS) koji povezuje viSe zemalja s ciljem postizanja bolje razmjene informacija,
odrzavanja baze podataka o krivotvorenju lijekova i edukacije djelatnika nacionalnih regulatornih
tijela u zariSnim podru¢jima o nainima otkrivanja, prijave i postupanja u slucaju pojavnosti
krivotvorenih lijekova ili lijekova nezadovoljavajuée kakvoce, prvenstveno u smislu izdavanja hitnog
upozorenja moguéim interesnim skupinama. Sustav objedinjuje tri medusobno povezana pristupa kako

prikazuje Slika 5:

(1) Prevencija prodaje krivotvorenih lijekova
(2) Otkrivanje krivotvorenih lijekova koji su ve¢ prisutni u distribuciji ili na trzistu

(3) Brzi odgovor nadleznih tijela u slu¢aju otkrivanja krivotvorenih lijekova na trzistu (1).

Slika 5 — GSMS Sustav — ,,Prevencija, otkrivanje, reakcija“ (preuzeto i prilagodeno prema
literaturnom navodu 1)
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Aktivnosti koje se poduzimanju u cilju implementacije sustava ,,Prevencija, otkrivanje, reakcija“

prikazane su u Tablici 3.

Tablica 3 — Primjeri aktivnosti za implementaciju sustava ,,Prevencija, otkrivanje, reakcija“
(preuzeto i prilagodeno prema literaturnom navodu 1)

(1) PREVENCIJA

Edukacija i svjesnost o

Provodenje edukacije za nezdravstvene stru¢njake i op¢u javnost, najéesce putem medija

problemu Uvrstenje takvih edukacija u obvezni kurikulum za zdravstveno osoblje
Postojanje zakonskih odredbi za omogucavanje zapljene sumnjivih lijekova, stavljanje u
Adekvatni karantenu, uzorkovanje, analizu, povlacenje i uni$tavanje krivotvorenih lijekova

zakonski okviri

Provodenje inspekcija, istraga, ovrha i sankcioniranja dionika ukljucenih u proizvodnju,
distribuciju, skladi$tenje i prodaju krivotvorenih lijekova

Postojanje pisane strategije koja obrazlaze postupke i mjere prevencije, nacine otkrivanja i
postupanja u slu¢aju otkrivanja krivotvorenih lijekova i lijekova nezadovoljavajuée kakvoée

Suradnja razli¢itih
interesnih skupina

Redovita komunikacija izmedu regulatornih tijela, policije, carine, civilnih udruga,
zdravstvenih djelatnika, farmaceutske industrije, dobavljaca, prijevoznika i drugih sudionika

Postojanje procedura kojima se propisuje redoviti angazman nacionalnih centara za
farmakovigilanciju, nacionalnih centara za otrove i nacionalnih laboratorija za kontrolu
kakvoce

Integritet lanca opskrbe

Postojanje ,.track-and-trace“ sustava za identifikaciju izvora lijeka i njegovog puta od
proizvodnje preko distribucijskog lanca do kupca

Mapiranje distribucijskih lanaca od tocke proizvodnje ili uvoza do maloprodajnih jedinica

(2) OTKRIVANJE

Pogranicne kontrole

Postojanje luka odredenih za uvoz i izvoz medicinskih proizvoda i prisustvo regulatornih
tijela u tim lukama

Postojanje procedura koje omogucavaju razmjenu informacija vezanih uz sumnju na
krivotvorenje lijekova izmedu carine, policije i regulatornih agencija

Sustav prijavljivanja

Postojanje efikasnog sustava javnog prijavljivanja sumnje na kakvocu lijeka, prijavljivanja
nuspojava nacionalnim regulatornim tijelima i obrade takvih informacija

Nadzor i inspekcije
temeljeni na procjeni rizika

Postojanje strategije regulatornog nadzora i provodenje redovitih i izvanrednih inspekcijskih
nadzora nad proizvodac¢ima, uvoznicima i lancem opskrbe

Postojanje programa inspekcijskog nadzora proizvodaca (ukljucujuci faze pakiranja),
uvoznika, distributera i ljekarni

Pristup laboratorijima i
tehnologijama za otkrivanje
krivotvorenih lijekova

Koristenje akreditiranih laboratorija za kontrolu kakvoée, koji postupaju sukladno
propisanim procedurama za provodenje analize, obradu rezultata i izvjeStavanje u slucaju
sumnje na krivotvorenje lijeka

Postojanje pouzdanih i cjenovno prihvatljivin tehnologija za otkrivanje krivotvorenih
lijekova na licu mjesta.

(3) BRZI ODGOVOR (REAKCIJA)

Sustav brzog alarmiranja i
povlacenja

Postojanje procedure za brzo alarmiranje (eng. rapid alerts) i zaprimanje upozorenja i
postupanje u sluéaju otkrivanja krivotvorenih lijekova

Odredivanje osoba/odjela unutar nacionalnog regulatornog tijela koji ¢e imati pristup bazi
GSMS-a i koji ¢e zaprimati i upucivati upozorenja o pojavi krivotvorenih lijekova na trzistu

Uloga regulatornih tijela

Postojanje procedura za postupanje u slucaju pojavnosti krivotvorenih lijekova te
provodenje edukacija za djelatnike koji se time bave

Provodenje prevencije, ustrajnost u otkrivanju i uklanjanju krivotvorenih lijekova s trzista je
jedna od osnovnih odgovornosti regulatornih tijela prema kojoj se procjenjuje njihova
ucdinkovitost.

Transparentni pravni
sustav

Postojanje transparentnog pravnog sustava za sankcioniranje podinitelja i propisivanje
sankcija na na¢in da su one proporcionalne kaznenom dijelu, opravdane i konzistentne

Procedure i strategije
temeljene na dokazima

Koristenje podataka iz raznih izvora kod izrade strategija i procedura za borbu protiv
krivotvorenja lijekova

Obrada tih podataka s ciljem implementiranja promjena koje ¢e dovesti do povecanja
sigurnosti lijekova za pacijente.
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3.3.1.2. Ostale aktivnosti na globalnoj razini

Na globalnoj razini postoje brojne organizacije, radne grupe, programi, akcije, zaklade, inicijative i

slicno koje se bave ovom problematikom, a neke od njih prikazane su u Tablici 4.

Tablica 4 - Globalne inicijative za borbu protiv krivotvorenja lijekova

NAZIV

PODRUCIJE DJELOVANJA

Member State Mechanism Svjetske
zdravstvene organizacije

Mehanizam SZO-a koji okuplja neke drzave ¢lanice s

ciljem prevencije i nadzora nad globalnim problemom
krivotvorenja lijekova i i pruzanja tehnicke i ekspertne
pomodi u rjeSavanju istog.

Uppsala Monitoring Center

Zaklada koja se bavi pracenjem sigurnosnih informacija
vezanih uz lijekove i koja odrzava baze podataka o
prijavljenim nuspojavama, nedjelotvornosti lijekova i
drugim dogadajima. Obradom takvih podataka moZze se
do¢i do saznanja o pojavnosti krivotvorenih lijekova.

International Medical Product Anti-
Counterfeiting Task Force, IMPAKT

Akcijska skupina SZO za borbu protiv krivotvorenih
lijekova i lijekova nezadovoljavajuce kakvoce.

PANGEA

Medunarodna operacija koju vodi Interpol, a koja se bori
protiv ilegalne online trgovine lijekovima.

Worldwide Antimalarial Resistance
Network, WWARN

Svjetska mreza za borbu protiv rezistencije na antimalarike
koja odrzava bazu podataka o kvaliteti antimalarika.

ACT Consortium

Organizacija koja provodi razna istraZivanja s ciljem
osiguranja dostupnosti kombinirane terapije temeljene na
artemisininu (ACT terapija).

The Global Fund to Fight
AIDS, Tuberculosis and Malaria

Internacionalna organizacija/ partnerstvo za suzbijanje
HIV-a, tuberkuloze i malarije koja investira u razlicite
programe za borbu protiv ovih bolesti.

3.3.2. Aktivnosti na regionalnim i nacionalnim razinama

Na regionalnim i nacionalnim razinama takoder je vazno djelovati u smislu uskladivanja

zakonodavstva, razmjene informacija, zajednicke koordinacije i izrade regionalnih planova (1).

U Europskoj Uniji postoje brojna tijela (Europska komisija i Vije¢e Europe), agencije, organizacije i

sli¢no koje kroz uskladivanje zakonodavstva o krivotvorenim lijekovima nastoje povecati u¢inkovitost

borbe protiv krivotvorenih lijekova, kao npr.:

- Europska agencija za lijekove (European Medicines Agency, EMA)
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- Europska organizacija za provjeru autenti¢nosti lijekova (European Medicines Verification
Organisation, EMVO)
- Europsko ravnateljstvo za kvalitetu lijekova i zdravstvenu skrb (European Directorate for the

Quality of Medicines and HealthCare, EDQM) i sli¢no.

Sve €lanice EU, pa tako i Hrvatska, u svoje su zakonodavstvo implementirale Direktivu 2011/62/EU
Europskog parlamenta i Vijeéa od 8. lipnja 2011. o izmjeni Direktive 2001/83/EZ o zakoniku
Zajednice koji se odnosi na lijekove za primjenu kod ljudi, u svrhu prevencije unosa krivotvorenih
lijekova u legalni lanac opskrbe (2).

Republika Hrvatska je 3. rujna 2015. godine ratificirala MEDICRIME konvenciju Vije¢a Europe
(2010.) o krivotvorenju lijekova i farmaceutskih proizvoda i sli¢énim kaznjivim djelima koje ukljucuju
prijetnje javhom zdravlju. ,,MEDICRIME® konvencija prvi je medunarodni instrument kaznenog
prava koji obvezuje drzave Clanice Vijeca Europe da inkriminiraju proizvodnju krivotvorenih lijekova
i medicinskih proizvoda, opskrbu, ponudu i promet krivotvorenim lijekovima i medicinskim

proizvodima te krivotvorenje dokumenata (21).

2. listopada 2015. na snagu je stupila Delegirana uredba Europske komisije 2016/161 o dopuni
Direktive 2001/83/EZ Europskog parlamenta i Vijecéa, s ciljem uvodenja novih sigurnosnih oznaka na
pakiranja receptnih lijekova radi spre¢avanja ulaska krivotvorenih lijekova u legalni lanac opskrbe §to

prikazuje Slika 6.

Delegirana uredba Komisije (EU)
2016/161 —

—
S
e

re

L

L d

-

—
bl

-

| Direktiva 2011/62/EU Europskog
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lijekovima za primjenu kod ljudi
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Slika 6 - Sigurnosne oznake za lijekove
(Izvor: hgk.hr/documents/hgk-gs1-serijalizacija-lijekova-anita-galic58d8bd1a27b8b.pdf)
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Sukladno toj uredbi drzave c¢lanice bile su duzne izraditi nacionalni Plan provedbe za uvodenje
sigurnosnih oznaka za lijekove, prema kojemu su svi nositelji odobrenja bili obavezni staviti
sigurnosne oznake na pakiranja lijekova navedenih u Direktivi, a koji su pusteni u promet nakon 9.

veljace 2019. (22).

3.4. Malarija

3.4.1. Opéenito o malariji

Malarija je teska i po Zivot opasna bolest koju uzrokuju paraziti iz roda Plasmodium i koja se na ljude
prenosi ubodom inficirane Zenke komarca Anopheles. Najcesce se javlja u tropskim i suptropskim
podru¢jima. To je bolest s najve¢om prevalencijom na svijetu, buduéi da se godiSnje zaraze milijuni

ljudi, a gotovo polovica svjetske populacije izlozena je riziku obolijevanja od malarije (3,26).

Pojavnost malarije - Postoje dokazi da je malarija egzistirala pred vise desetaka tisu¢a godina, ali
unato¢ golemim naporima koji se ulazu u njezino suzbijanje, do danas nije savladana. Buduéi da je
endemicno prisutna u mnogim zemljama, malarija i dalje predstavlja veliki javnozdravstveni problem
s tendencijom rasta zbog pogorsanja zdravstvenog sustava uslijed neke iznenadne krize (npr. aktualna
pandemija COVID-19), sve veée otpornosti na lijekove i insekticide, klimatskih promjena, prirodnih
katastrofa, oruzanih sukoba i sli¢no. Globalna stopa mortaliteta od malarije iznosi od 0,3% do 2,2%, a

u slucajevima tezih oblika tropske malarije 11% do 30% (24).

Osim Afrike i jugoistoéne Azije ugrozZene su i istocnomediteranska i zapadnopacificka regija, ali i
sjeverni dio Juzne Amerike. U svim tim regijama dominantan je oblik P. falciparum malarije, osim u

americkoj regiji gdje prevladava P. vivax malarija (75%) (3).

Na ostalim kontinentima malarija se rjede javlja, a u razvijenom svijetu biljeze se uglavnom uvezeni
slucajevi iz endemskih podrucja, do kojih dolazi zbog velike mobilnosti ljudi i rastu¢eg trenda
turistickih putovanja u takva podruéja. U vecini razvijenih zemalja malarija je iskorijenjena polovicom

proslog stoljeca (u Hrvatskoj 1964. godine). Prevalencija malarije u svijetu prikazana je na Slici 7.
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I Nisu poznati slucajevi prijenosa malarije

Prijenos malarije prisutan u nekim dijelovima
. Prijenos malarije prisutan svugdje

Slika 7 - Prevalencija malarije u svijetu (preuzeto i prilagodeno prema
https://www.cdc.gov/malaria/about/distribution.html)

Etiologija, razvojni ciklus uzro¢nika malarije i patogeneza malarije

Uzrocnici malarije su paraziti iz carstva Protista, podcarstvo Protozoae, red Haemosporidae, porodica
Plasmodidae, rod Plasmodium (24). Postoji 130 vrsta Plasmodiuma, od kojih pet mogu zaraziti ljude:
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae i Plasmodium ovale (2 vrste) (26).

Uzroc¢nici malarije su razli¢ito zemljopisno zastupljeni. Razlikuju se prema vremenu inkubacije,
klini¢koj slici i ishodu bolesti. Plasmodium falciparum odgovoran je za preko 50% slucajeva malarije
globalno te izaziva najtezi oblik malarije - maligna malarija tercijana ili tropska malarija. Osnovno
svojstvo uzro¢nika malarije je da se enormno brzo i u¢inkovito razmnozava u humanim stanicama,
hepatocitima i eritrocitima (24). Razvojni ciklus plazmodija vrlo je slozen, a uklju¢uje jedan spolni
ciklus u vektoru komarcu (sporogonija) i 2 nespolna u ¢ovjeku (shizogonija). Kod ¢ovjeka razlikujemo
dvije faze razvoja plazmodija: jetrena faza (egzoeritrocitna shizogonija) i eritrocitna faza (eritrocitna

shizogonija) (24).

Zavisno o vrsti uzro¢nika ciklus traje 24 sata (P. knowlesi), 48 sati (P. falciparum, P. vivax i P. ovale)
ili 72 sata (P. malariae). Kada se ponovi nekoliko ciklusa nespolnog razmnozavanja, §to je 6-8 dana
po izlasku merozoita iz jetre, koli¢ina parazita u krvi naraste na 50 uzro¢nika/uL ili oko 100 milijuna u

krvotoku, §to je uzrokom pojave simptoma bolesti, vrucice, groznice i jakog znojenja (24).
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Simptomi i klini¢ka slika malarije

Malarija je akutna febrilna bolest. Prvi simptomi obi¢no se uoCavaju 10-15 dana nakon ugriza
komarca. Klasi¢ni malarijski paroksizam (rigor) podudara se s otpuStanjem merozoita iz uniStenih
eritrocita. Kao prvi simptomi javljaju se malaksalost, nagla tresavica i vruéica koja se penje i do 41°C
s brzim i isprekidanim pulsom i poliurijom, jaka glavobolja i povracanje. Nakon 2 — 6 sati vrucica
pada, nakon ¢ega u slijedeca 2 — 3 sata dolazi do obilnog preznojavanja i jakog umora (25).

Prepoznatljiv simptom je tipi¢na rekurentna (povratna) groznica koja se moze ponavljati svakih 48 —

72 sata, ovisno o vrsti uzro¢nika, a traje nekoliko sati. Slika 8 prikazuje tijek infekcije malarijom.

uW

{ i o \‘ \

3 \
.r' [ Fi [y 1' h)
sp Primarni napad Ponovno izbijanje Relaps ili ponovna infekcija

(paroksizam)
sp= infekcija sporozoitom p= prepatentno razdoblje i= razdoblje inkubacije

Slika 8 - Tijek infekcije malarijom
(Preuzeto i prilagodeno prema: http://www.tulane.edu/~wiser/protozoology/notes/malaria.html)

Djeca s teSkom malarijom obi¢no razvijaju teSku anemiju, akutni respiratorni distres simptom
kombiniran s metabolickom acidozom ili cerebralnu malariju za koju je karakteristicno krvarenje,
poremecaj svijesti, koma i brza smrt. U odraslih ¢esto je i zatajenje vitalnih sustava u organizmu, a
kod trudnica pobacaj ili prerani porodaj. Komplikacije su uglavnom karakteristicne za zarazu P.

falciparum (25).

Epidemiologija

Postoje tri nacina prijenosa malarije s bolesne osobe ili kliconoSe na zdravu osobu: 1. ubodom
komarca Anopheles; 2. intrauterino, s oboljele majke na plod, preko posteljice ili tijekom porodaja;
3. transfuzijom krvi koja sadrzava uzro¢nika, tijekom kirurSkih zahvata ili injekcijama kad se
upotrebljavaju onecisc¢ene igle.
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(1) Prijenos malarije vektorima je najces¢i oblik prijenosa bolesti. Vektori su komarci roda
Anopheles. Transmisija ovisi o vise faktora, kao §to su vrsta parazita, vektor, domacéin i okolisni uvjeti
(kolicina i frekvencija oborina, temperatura i vlaga).

Komarci roda Anopheles lijezu jajasca u vodi. Tropska podrucja obiluju razliitim ekosustavima,
prvenstveno nakon sezone obilatih tropskih kisa, te se stoga malarija ¢esto javlja sezonski. Iz jajasca
se lijeze li¢inka, iz koje nastaje odrasli komarac. Zenka komarca pri ugrizu ispusta nesto sline, a ako je
prethodno ugrizla ¢ovjeka zarazenog malarijom, prenijet ¢e parazita ¢iji se spolni dio ciklusa odvijao u
komarcu. Bolest se lakSe prenosi u podrucjima gdje je Zivotni vijek komaraca duzi, uslijed Cega
parazit ima viSe vremena za razvoj te u podrucjima gdje je Covjek preferirana meta komaraca u odnosu
na druge zivotinje.

Malarija se ¢eSc¢e javlja u podruéjima gdje je kolektivni imunitet nizak, te su shodno tome u tim
podru¢jima sve dobne skupine rizi¢ne. U endemskim podru¢jima, ljudi tijekom Zivota ¢esto razvijaju

djelomic¢ni imunitet na malariju, koji ne pruza potpunu zastitu, medutim moze smanjiti tezinu infekcije.

Ostali nacini prijenosa malarije su rijetki (3, 26).

3.4.2. Suzbijanje i iskorjenjivanje malarije

Suzbijanje (eliminacija) se definira kao zaustavljanje lokalnog prijenosa parazita u odredenim
podru¢jima kao rezultat kontinuiranog nastojanja struénjaka u smislu kontinuirane implementacije
nuznih mjera kako bi se sprije¢io ponovni prijenos bolesti.

Iskorjenjivanje malarije (eradikacija) moze se definirati kao trajni nestanak bolesti uzrokovanih
plazmodijima, ali i nestanak patogena, kao rezultat kontinuiranih napora stru¢njaka. Nakon $to se to

postigne, intervencijske mjere vise nece biti potrebne (3, 26).

Globalno gledajuci, broj drzava u kojima je malarija eliminirana se povecava. U 2018. godini 27
drzava izvijestilo je o manje od 100 autohtonih sluc¢ajeva malarije u odnosu na 2010. g. kad je o takvoj
pojavnosti izvijestilo 17 drzava. Kada drzave dostignu cilj od barem 3 godine s 0 prijavljenih
autohtonih slucajeva malarije SZO izdaje Certifikat o eliminaciji malarije. U posljednjih 10 godina, 10
drzava je certificirano, od kojih posljednji Alzir, 2019. godine (3).
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Podaci o broju oboljelih - Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije, broj oboljelih u 2016.
godini procijenjen je na 216 milijuna, a u odnosu na 2015. g. povecao se za 5 milijuna oboljelih (23).
U 2018. godini, zabiljezeno je 228 milijuna slucajeva malarije diljem svijeta, dok se broj smrti
procjenjuje na 405.000. Od ukupnog broja smrti 67% smrtnih slu¢ajeva (272 000 smrti) odnosilo Se na
djecu mladu od 5 godina, koja su najranjivija skupina. U ranjive skupine spadaju i trudnice, pacijenti s
HIV-om/AIDS-om i putnici iz neendemskih podrucja. NajugroZenije podruéje na svijetu je
subsaharska Afrika, u kojoj je najrasprostranjenija P. falciparum malarija. Tako se u 2018. godini 93%
slucajeva malarije i 94% smrti od malarije odnosilo na Afriku. NajugroZenija drzava na svijetu 2018.
godine bila je Nigerija, na koju se odnosilo 25% slu¢ajeva malarije (3).

U Europskoj Uniji prema podacima Europskog centra za spreavanje i kontrolu bolesti (ECDC),

godisnje se prijavi oko 11.000 slucajeva malarije (24).

3.4.2.1. Globalna borba protiv malarije od 1955. do 2030.

Globalna borba s malarijom zapocela je 1955. godine kada je SZO uz podrsku SAD-a zapocela
ambiciozni program eradikacije malarije Global Malaria Eradication Campaign (GMEC), koji se
temeljio na eliminaciji vektora upotrebom insekticida, na lijeCenju antimalaricima i programima
nadzora. lako je u nekim drzavama taj plan doveo do znadajnog smanjenja slu¢ajeva, zbog pojave
rezistencije na lijekove i insekticide, ratova, masovnih seoba stanovnistva, nedovoljnih sredstava i

manjka suradnje od strane lokalnih zajednica, pokazao se neodrzivim te je obustavljen 1967. godine.

1993. godine je SZO zapocela s novim programom Global Malaria Control Strategy koji je za razliku
od GMEC-a bio decentraliziran i usmjeren na lokalno jacanje primarne zdravstvene zastite, na ranije
dijagnosticiranje bolesti, pravovremenu terapiju kao i na prevenciju bolesti dostupnim sredstvima
poput zastitnih mreza tretiranih insekticidima, zapraSivanja domova, kemoprofilaksu putnika u

endemska podrucja i trudnica i djece u endemskim podruc¢jima (24).

Danas se u cilju borbe protiv malarije uspostavljaju globalni, regionalni i nacionalni programi nadzora
koji ukljuCuju pracenje slucajeva bolesti, brzi odgovor temeljen na razvijenim strategijama,
prikupljanje i obradu podataka u svrhu prac¢enja napretka ili uoCavanja problema nedjelotvornosti

lijekova, osiguranje dostupnosti lijekova protiv malarije i sli¢éno. Nazalost, mnoge drzave u kojima je
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prevalencija malarije visoka nemaju razvijene sustave efikasnog nadzora bolesti, Sto dovodi do

poteskoca u sluCaju naglog razvoja epidemije u tim podruc¢jima i brzog odgovora na pojavu epidemije.

Najnovija strategija Global Technical Strategy for malaria 2016 — 2030, prihva¢ena na Skupstini
SZ0-a u svibnju 2015., nudi tehnicki okvir za endemijske zemlje. Strategija je osmisljena kao vodic¢ i
potpora regionalnim i nacionalnim programima koji Zele suzbiti malariju. Cilj je ambiciozan, ali
ostvariv: do 2020. godine prepoloviti broj smrti od malarije, a do 2030. smanjiti incidenciju malarije
za barem 90%, smanjiti stopu smrtnosti od malarije za barem 90%, suzbiti malariju u barem 35
zemalja te sprijeciti ponovnu pojavu bolesti u zemljama slobodnima od malarije (28, 29). Slika 9
prikazuje usporedbu incidencije progresije malarije kroz tri moguéa scenarija: nastavak trenutne

putanje (plavo), ostvarenje zadanih ciljeva GTS-a (zeleno) i najgori moguéi scenarij (crveno).

Slika 9 - Usporedba napretka incidencije slu¢ajeva malarije do godine 2030. kroz tri scenarija
(preuzeto i prilagodeno prema literaturnom navodu 28)

3.4.2.2. Nacdini prevencije i suzbijanja malarije

(1) Kontrola komaraca vektora je najefikasniji na¢in smanjenja prijenosa malarije kojim je postignut
najveci napredak u suzbijanju malarije u posljednjim godinama. Kontrola komaraca vektora postize se
na 2 nacina:

- Koristenjem mreZa tretiranih insekticidima (engl. Insecticide- treated net ITN) - pod kojima

osobe u ugrozenim podrucjima spavaju, ¢ime su fizicki i kemijski zastiCene od komaraca. U
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2018. godini oko polovice ugrozenih osoba bilo je opskrbljeno takvim mrezama u odnosu na
29% u 2010. godini.

- Uporabom insekticida u zatvorenim prostorima (eng. Indoor spraying with residual
insecticides IRS), gdje se jednom do dvaput godiS$nje provodi prskanje insekticidima u

kucéanstvima u ugrozenim podrucjima..

Problem vezan uz koriStenje ovih metoda je rastuca rezistencija na insekticide. U posljednjem izvjescéu
SZ0-a o malariji (World malaria report 2019.) (29), navodi se da su izmedu 2010. i 2018. godine 73
drzave prijavile rezistenciju komaraca na najmanje 1 od 4 najée$¢e koristenih insekticida, dok je 27
drzava prijavilo rezistenciju komaraca na sve glavne skupine insekticida (3). lako za sada rezistencija
na insekticide sukladno istrazivanju SZO-a ne predstavlja znacajniju prijetnju, SZO se zauzima za
hitni pronalazak novih insekticida kao i implementaciju globalne strategiju za borbu protiv rezistencije

na insekticide.

(2) Kemoprofilaksa - Malarija je danas globalni fenomen potenciran sve ve¢om migracijom i
pokretljivos¢u populacije. Kemoprofilaksa je obvezna za osobe iz neugrozenih podruéja koje putuju u
endemicna podrucja. Daje se prema to¢no utvrdenoj shemi (prije, za vrijeme i nakon putovanja) u vidu
lijekova koji suzbijaju stadij parazita u krvi. Trudnicama u srednje i visokougrozenim podrué¢jima i
djeci daje se u vidu kombinirane kemoprofilakse sulfadoksinom i pirimetaminom. U podruc¢jima
subsaharske Afrike gdje je zabiljezena sezonska transmisija bolesti, preporuca se uzimanje amodiakina

i kombinirane terapije sulfadoksinom i pirimetaminom za djecu mladu od 6 godina (4).

(3) Razvoj cjepiva protiv malarije RTS,S/AS01 (Mosquirix) je rekombinantno cjepivo s
prederitrocitnim stadijima proteina. To je dosad prvo i jedino cjepivo koje je pokazalo da moze
znacajno smanjiti pojavnost malarije u africke djece, djeluju¢i protiv P. falciparum malarije.
Proizvodaé cjepiva je tvrtka GSK. Cjepivo je u tri faze klini¢kog ispitivanja (2009. -2014.) pokazalo
dobre rezultate u prevenciji malarije. Europska agencija za lijekove (EMA) izdala je pozitivno stru¢no
mi$ljenje za cjepivo 2015. godine, a SZO je takoder prepoznala javhozdravstveni potencijal ovog
cjepiva te je pokrenula pilot projekte evaluacije cjepiva u odabranim drzavama subsaharske Afrike.
Ocekuje se da bi Sira primjena ovog cjepiva mogla spasiti milijune ljudskih Zivota (3,26).
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3.4.3. Terapija malarije

Malarija je bolest koja se moze prevenirati i izlijeCiti. Primarni cilj lijeCenja je osigurati brzo i
potpuno uklanjanje plazmodija iz krvi pacijenta kako bi se sprijeCila progresija nekomplicirane
malarije u teze oblike bolesti. S javnozdravstvenog gledista cilj je smanjiti prijenos invazije na druge
ljude smanjenjem rezervoara invazije te sprijeciti otpornost na antimalarike (3, 25).

Malariju je vazno dijagnosticirati u ranom stadiju bolesti. U pravilu dijagnosticira se nalazom parazita
mikroskopskom pretragom Krvi ili brzim dijagnostickim testom. LijeCenje koje se temelji samo na

klini¢koj slici bolesti potrebno je izbjegavati (3).

3.4.3.1. Lijekovi protiv malarije

Malarija se lije¢i antimalaricima, a izbor lijeka ovisi o vrsti uzroénika, klinickom statusu bolesti i
procjeni infekcije rezistentnim uzro¢nikom prema mjestu zaraze. Antimalarike dijelimo s obzirom na
stadij Zivotnog ciklusa plazmodija na koji djeluju (Tablica 5), a prema porijeklu dijelimo ih na
prirodne produkte i njihove polusintetske derivate te na sintetske lijekove. U terapiji malarije koriste
se dva prirodna produkta porijeklom iz biljaka, kinin i artemisinin, polusintetski derivati artemisinina:
dihidroartemisinin, artemeter i artesunat, ali i neki sintetski lijekovi, antibiotici te drugi prirodni

produkti s antimalarijskim djelovanjem (27).

(1) Lijecenje s obzirom na stadij Zivotnog ciklusa plazmodija

Tablica 5 - Lijekovi s obzirom na stadij zivotnog ciklusa plazmodija na kojeg djeluju (preuzeto i
prilagodeno prema literaturnom navodu 24)

Vrsta lijeka s obzirom na stadij parazita | Ocekivani u¢inak Naziv lijeka
Krvni Sizontocidi Djeluju na eritrocitne sizonte, Klorokin, kinin, artemisinin,
zaustavljaju klinicku sliku bolesti amodiakin, lumefantrin, atovakvon,
sulfadoksin, klindamicin, progvanil
TKivni (jetreni) Sizontocidi Djeluju na tkivne razvojne forme i Primakin, pirimetamin, progvanil,
spreCavaju ulazak parazita u krv tetraciklin
Gametocidi Djeluju na gametocite i tako sprecavaju | Primakin, artemisinin, kinin (slabo)

infekciju komaraca i zaustavljaju
daljnji prijenos na ljude

Hipnozointocidi Djeluju na P. ovale i P. vivax u jetri i Primakin, tafenokin
sprecavaju reaktivaciju bolesti
Sporontocidi Djeluju na razvoj gametocita, tako da Primakin, progvanil, klorogvanil

se ne mogu razvijati u komarcu
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(2) Lijecenje s obzirom na porijeklo, vrstu uzroé¢nika i klini¢ki status bolesti

Jednostavna ili nekomplicirana malarija moze se lijeciti oralno. Artemisinin, kemijski spoj iz biljke
Artemisia annua L., u kombinaciji s drugim antimalaricima (amodiakin, lumefantrin, meflokin ili
sulfadoksin/pirimetamin), poznat kao kombinirana terapija artemisininom (eng. artemisinine
combination therapy, ACT), najucinkovitije je lijeCenje u slucaju invazija uzrokovanih vrstom P.
falciparum jer smanjuje otpornost na pojedina¢ne komponente lijeka. ACT je 90% ucinkovit kad se
upotrebljava za lijeCenje nekomplicirane malarije. Druga je preporucena kombinacija
dihidroartemisinina i piperakina. Za lije¢enje nekomplicirane malarije u trudno¢i SZO preporucuje
upotrebu kinina s klindamicinom u ranoj trudno¢i i ACT u kasnijim mjesecima (26). Na Slici 10

prikazane su kemijske strukture predstavnika pojedinih skupina antimalarika.

Slika 10 - Kemijske strukture najznacajnijih predstavnika pojedinih skupina antimalarika (preuzeto i
prilagodeno prema literaturnom navodu 4, 27)

Invazija vrstama P. vivax, P. ovale ili P. malariae obi¢no ne zahtijeva hospitalizaciju.

Malarija u ljudi ukljucuje asimptomatski stadij u jetri i simptomatski eritrocitni stadij. Malo je lijekova
koji utjeCu na jetreni stadij bolesti. Najbolje poznat i ucinkovit lijek jest primakin, jedini koji se
upotrebljava i u lijeCenju hipnozoitnih oblika Plasmodium vivax. Medutim, problem je §to primakin
uzrokuje hemoliticku anemiju u osoba s manjkom glukoza-6-fosfata dehidrogenaze (G6PD), sto je

specifi¢no upravo za stanovnike endemicnih podruéja u Africi, Juznoj Americi i Aziji.

Lijecenje tafenokinom sprecava relapse nakon potvrde malarije uzrokovane vrstom P. vivax.
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Invazije vrstom P. falciparum gotovo uvijek uzrokuju teSku i kompliciranu malariju koja moze
zavr$iti smréu (10 do 50% slucajeva) (26). Za lijeCenje teSkog oblika malarije preporuca se
intravenska primjena antimalarika. Parenteralno primijenjen artesunat bolja je opcija od kinina kako u

djece tako i u odraslih (4).

U lije¢enju je kljuéno da se pune doze antimalarika daju pravodobno, na samom pocetku lijecenja
— najprije parenteralno najmanje 24 sata, a nakon toga trebale bi uslijediti tri doze ucinkovitog
oralnog ACT-a. Dostupne su dvije vrste lijekova za parenteralno lijeCenje teSke malarije: derivati
artemisinina (artesunat ili artemeter) i alkaloidi kininovca (kinin i kinidin). Parenteralno dan artesunat
(intravenski ili intramuskularno) je lijecenje izbora za sve teske oblike malarije, buduéi da je sigurniji

za upotrebu i ne povecava neuroloske posljedice kod prezivjelih koji su lije¢eni njime (4, 26).

3.5. Analiticke metode za otkrivanje krivotvorenih antimalarika

3.5.1. Opéenito o analitickim metodama za otkrivanje krivotvorenih antimalarika

Na podrucju otkrivanja krivotvorenih antimalarika na trziStu danas postoji veliki broj analitickih
metoda, od kojih svaka ima svoje prednosti i nedostatke, no samo malobrojne se nalaze u redovnoj
primjeni. Za analizu krivotvorenih lijekova koriste se slijedece skupine metoda:
1) Vizualne metode koje ukljuéuju vizualni pregled dozirnih jedinica i pakiranja golim
okom;
2) Kolorimetrijske tehnike kojima se analizira boja koja se razvila u uzorku nakon
aplikacije reagensa. Prisutnost/neprisutnost boje daje informaciju o tome da li je odredena
djelatna tvar prisutna u uzorku, a na temelju procjene intenziteta obojenja golim okom ili
posebnim uredajima moze se semikvantitativno odrediti sadrzaj u uzorku;
3) Kromatografske tehnike kojima se razli¢iti sastojci u smjesi razdvajaju na temelju
njihove razlicite raspodjele izmedu stacionarne i mobilne faze. NajceS¢e koriStene
kromatografske tehnike su tekuéinska (ukljucujuéi tekuéinsku kromatografiju visoke

djelotvornosti), plinska i tankoslojna kromatografija. Kromatografskim tehnikama moguce
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4)

5)

je identificirati i odrediti sadrzaj djelatne tvari u lijeku. Za analizu krivotvorina usporeduje
se kromatogram testnog uzorka s kromatogramom autenti¢nog lijeka.

Spektroskopske tehnike kojima se analiziraju spektri nastali kao odraz energijskih ili
strukturnih promjena u atomima i molekulama tvari nakon njihova medudjelovanja s
elektromagnetskim zracenjem ili sa subatomskim i drugim Cesticama. Pritom se obi¢no
mjeri intenzitet emitiranog, apsorbiranog ili raspr§enog zracenja ovisno o njegovoj valnoj
duljini, odnosno frekvenciji. NajceS¢e koriStene spektroskopske tehnike su vibracijske
tehnike kao $to su NIR, MIR, Ramanova spektroskopija i UV/Vis spektroskopija.

U cilju otkrivanja krivotvorina kod vibracijskih tehnika usporeduje se spektar uzorka sa
spektrom autenti¢nog lijeka.

Kod UV-Vis spektroskopije principi fluorescencije i luminiscencije Kkoriste se za
odredivanje sadrzaja djelatne tvari.

Tehnike razdvajanja temeljene na strukturi djelatne tvari kojima se razdvajaju
molekule razli¢ite mase i razliitih naboja pod utjecajem vanjskog elektri¢nog polja,
nakon Cega se molekule detektiraju detektorom. U te tehnike spadaju: NMR,
kristalografske tehnike, masena spektrometrija, spektrometrija ionske pokretljivosti i
kapilarna elektroforeza. Za otkrivanje krivotvorina rezultati dobiveni analizom testiranog
uzorka usporeduju se s rezultatima analize autenticnog proizvoda, ukoliko su analize

provedene pod jednakim uvjetima (6,30).

3.5.2. Standardne analiticke metode

Standardne metode koje se koriste za otkrivanje pojedinih krivotvorenih antimalarika opisane su u
vaze¢im izdanjima Internacionalne farmakopeje (6), Americke farmakopeje USP/NF (7), Europske
farmakopeje Ph. Eur. (8) i Britanske farmakopeje BP (9).

Opcenite znacajke tih metoda opisane su u op¢im poglavljima za pojedinu metodu i pojedini ljekoviti
oblik i u posebnim monografijama za analizu pojedina¢nog lijeka, gdje je to primjenjivo. Kako bi se

potvrdilo da lijek nije krivotvoren ili nezadovoljavajuce kakvoce, moraju se ispitati svi parametri te
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provesti sve analize navedene u pojedinacnim monografijama i op¢im poglavljima, a svi rezultati

moraju zadovoljiti navedene kriterije prihvatljivosti.

U nastavku slijedi predstavljanje standardnih metoda za kontrolu kakvoce predlozenih od strane
Svjetske zdravstvene organizacije kroz Internacionalnu farmakopeju (6) za analizu gotovog lijeka
artemeter i lumefantrin tablete, za koji se opisuje i inovativna metoda. Propisani postupci bazirani su
na sadrzaju djelatne tvari: 20 mg artemetera i 120 mg lumefantrina. Parametri, zahtjevi, koriStene

metode i reference u kojima su opisani postupci navedeni su u Tablici 6.

Tablica 6 - Parametri, zahtjevi i koriStene metode za analizu artemeter i lumefantrin tableta (preuzeto i

prilagodeno prema literaturnom navodu 6)

Parametar Zahtjev KoriStena metoda Referenca
Vizualni pregled | Izgled tableta opéenito odgovara Vizualni pregled sukladno specifikaciji | Ph. Int. 6.2.1.7.
specifikaciji proizvodaca. proizvodaca
Tablete moraju biti neoStecene, glatke i
ujednaceno obojene.
Ne smije biti tragova kristala, praska ili
komadica tableta na dnu pakiranja.
Povrsina mora biti bez pukotina,
ulegnucda, strugotina, odlomljenih
komadica. Tableta ne smije biti
nabubrena, ne smije imati vidljive pjege
ili tragove smanjene obojenosti, tablete
se ne smiju lijepiti jedna uz drugu.
Ujednadenost Masa pojedina¢ne tablete ne smije se Provodi se vaganje 20 tableta i Ph. Int. 5.2.
mase razlikovati od srednje mase za: izraCunava srednja masa 1 tablete.
*u slucajevima Zatim slijedi pojedina¢no vaganje svake
gdje je sadrzaj Tablete srednje mase do 80 mg od 20 tableta.
tvari manji od 5 +10%  najmanje 18 tableta Ovisno o specificiranoj masi tablete od
mg, odnosno gdje | +20.0% najvise 2 tablete strane proizvodaca, masa pojedinacne
je prisutno manje tablete ne smije prekoraditi granice
od 5% djelatne Tablete srednje mase od 80 mg do 250 navedene u zahtjevima.
tvari, te u mg
slucajevima +7.5% najmanje 18 tableta
specificnih film +15.0% najvise 2 tablete
obloga provodi se
parametar Tablete srednje mase veée od 250 mg
ujednacenost +5.0% najmanje 18 tableta
sadrzaja +10.0% najvise 2 tablete
Raspadljivost Postignuto je raspadanje svih 6 dozirnih | Koristi se aparatura za raspadljivostna | Ph. Int. 5.3.
jedinica tijekom prvog testiranja ili principu kosara. U svaku od 6 tuba
ukoliko se 1 do 2 tablete nisu u unutar aparature stavljaju se dozirne
potpunosti raspale, nakon ponavljanja jedinice. Kao medij koristi se voda, te
testa u potpunosti se raspalo najmanje se odrzava temperatura od 35-39 °C.
16 od 18 dozirnih jedinica. Nakon odredenog vremena (15 min za
neoblozene, a 30 min za obloZene
tablete) provjerava se jesu li se dozirne
jedinice u potpunosti raspale.
Oznacavanje Pakiranje lijeka mora sadrzavati: Kontrola opremljenosti provodi se Ph. Int. 6.2.1.7.
e  ime proizvoda i aktivnih vizualno na osnovu podataka navedenih
sastojaka (INN ime) u dosjeu lijeka.
e  koli¢inu aktivnih sastojaka
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e seriju i rok valjanosti, a gdje
je primjenjivo i datum
proizvodnje

e uvjete Cuvanja

e upute za upotrebu i posebna
upozorenja

e  ime iadresu proizvodaca, ili
kontakt osobe koja je
proizvod pustila na trziste.

Identifikacija
djelatne tvari

Glavna mrlja na kromatogramu ispitne
otopine odgovara izgledu, mjestu i
veli¢ini glavne mrlje na
kromatogramu referentne otopine (za
lumefantrin i artemeter).

Provodenje tankoslojne kromatografije
(TLC) koristenjem R6 silikagela 1
mobilne faze sastava lagani petrolej, etil
acetat, ledena octena kiselina (40:10:5
VIVIV). Nakon razvijanja
kromatograma, detekcija se vrsi uz

Monographs:
Dosage forms:
Specific
monographs:
Artemether and
lumefantrine

pomo¢ UV lampe (254 nm) ili vizualno | tablets
na danjem svjetlu nakon prskanja sa (Artemetheri et
sulfatnom kiselinom/metanolom i lumefantrini
zagrijavanjem na 140°C. compressi)
Artemeteru Mrlje nakon razvijanja na Provodenje tankoslojne kromatografije | Monographs:
srodne tvari kromatogramu zadovoljavaju slijedece (TLC) koristenjem RS silikagela i Dosage forms:
kriterije: mobilne faze sastava lagani petrolej, etil | Specific
- mrlja koja odgovara oneéiséenju A acetat, ledena octena kiselina (40:10:5 monographs:

(Rf vrijednost od 0.25) je manjeg
intenziteta od glavne mrlje na
kromatogramu dobivene s otopinom
(7), $to predstavlja koncentraciju od
najvise 1.5% onecis¢enja A

- mrlja koja odgovara onecis¢enju B-
artenimolu (Rf vrijednost od 0.3) je
manjeg intenziteta od glavne mrlje na
kromatogramu dobivene s otopinom
(6), $to predstavlja koncentraciju od
najvise 1.0 % oneciséenja B

- mrlja koja odgovara one¢is¢enju C (Rf
vrijednost od 0.35) je manjeg
intenziteta od glavne mrlje na
kromatogramu dobivene s otopinom
(5), sto predstavlja koncentraciju od
najvise 0.5 %

- mrlja koja odgovara oneciséenju D
(Rf vrijednost od 0.4) je manjeg
intenziteta od mrlje a-artemetera na
kromatogramu dobivene s otopinom
(4), sto predstavlja koncentraciju od
najvise 0.3 %

- bilo koja druga mrlja nije intenzivnija
od glavne mrlje na kromatogramu
dobivene s otopinom (3), §to predstavlja
koncentraciju od najvise 0.2 %

V/IVIV). Slijedi priprema otopina za
usporedbu sukladno uputama u
monografiji, apliciranje otopina na
plocu, uranjanje ploce u
vanilin/sulfatnu kiselinu TS2 i
zagrijavanje na 140 °C. Usporedba
mrlja se provodi na dnevnom svjetlu.

Artemether and
lumefantrine
tablets
(Artemetheri et
lumefantrini
compressi)

Sadrzaj

[zraGunate vrijednosti sadrzaja
artemetera (vrijeme zadrzavanja na 19
minuta) i lumefantrina (vrijeme
zadrzavanja na 34 minuta) moraju biti u
granicama od 90.0% - 110.0%
deklarirane koli¢ine.

Provodi se HPLC metoda na koloni od
nehrdajuceg celika napunjenoj
Cesticama silikagela, koje su kemijski
modificirane oktadecilsilil skupinama
(5 pm). Koristi se gradijentno eluiranje
mobilnim fazama:

A) reagens ionskog para (koji se dobiva
otapanjem natrij heksansulfonata i natrij
dihidrogenfosfata): acetonitril R=
700:300 VIV

B) reagens ionskog para: acetonitril R=
300:700 VIV

Za detekciju koristi se UV
spektrofotometar na valnoj duljini od
210 nm za prvih 28 minuta, a zatim na
380 nm.

Monographs:
Dosage forms:
Specific
monographs:
Artemether and
lumefantrine
tablets
(Artemetheri et
lumefantrini
compressi)
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lako za lijek dihidroartemisinin i piperakin fosfat tablete u Internacionalnoj farmakopeji za sada ne
postoji specifiéna monografija, sukladno radnom planu SZO-a iz 2011. godine (31) pozvani su svi
proizvodacdi koji proizvode taj lijek i sve ostale zainteresirane strane da dostave prijedloge
specifikacija i analitickih metoda/postupaka za analizu tog lijeka. Na temelju dostavljenih prijedloga,

monografija tog lijeka u buduénosti ¢e biti ukljuc¢ena u Internacionalnu farmakopeju.

3.5.3. Inovativne analiticke metode

Farmakopejske metode za identifikaciju i odredivanje sadrzaja djelatne tvari u antimalaricima najcesce
su vrlo kompleksne, zahtijevaju mnogo vremena za provodenje analize, kao i dobro opremljene
laboratorije, slozenu opremu, educirano osoblje, skupe reagense i tehnicke uvjete koje je potrebno
zadovoljiti za provedbu istih. Osim farmakopejskih metoda za identifikaciju i odredivanje sadrzaja
djelatne tvari razvijene su i druge kompleksnije metode kojima se pouzdano mogu identificirati
krivotvoreni lijekovi, kao §to su rendgenska kristalografija i NMR tehnike (32) te mikrotomografske
tehnike (33). Tehnikama proto¢ne citometrije mogu se posredno otkriti krivotvoreni antimalarici na
temelju dokazivanja rezistentnosti uzro¢nika malarije na te lijekove (34, 35).

Medutim, u podru¢jima u kojima je malarija endemicna, ¢esto ne postoji moguénost provodenja takvih
metoda, te stoga regulatorna tijela koja su odgovorna za nadzor nad kvalitetom lijekova u tim
podruéjima, carinski sluzbenici, uvoznici i drugi dionici ¢esto pribjegavaju koristenju nevalidiranih in-
house metoda ili slanju uzorka u udaljene laboratorije, $to odgada potvrdu nezadovoljavajuce kakvoce
proizvoda, uzrokuju¢i dodatnu Stetu. Upravo iz tog razloga ulazu se veliki napori u razvijanje
jednostavnih, brzih i jeftinih metoda koje se mogu primjenjivati na licu mjesta, ili u laboratorijima, ali
uz minimalnu obradu uzoraka. Kao zlatni standard za ocjenjivanje performansi i znacajki inovativnih

metoda sluze farmakopejske metode.

Neke od dosad literaturno opisanih jednostavnih inovativnih tehnika za otkrivanje krivotvorenih

antimalarika na terenu jesu:
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1) Metode bazirane na snimanju kamerama s LED izvorima — primjer je ru¢ni uredaj CD3+
(Counterfeit Detection Device) koji je razvijen od strane Agencije za hranu i lijekove SAD-a
(FDA). Uredaj se koristi u lukama, carinskim ispostavama i od strane regulatornih tijela za
preliminarnu provjeru velike koli¢ine pakiranja i dozirnih oblika bez prethodne obrade. Uredaj
koristi LED tehnologiju za generiranje Sirokog raspona frekvencija od UV-Vis do IR valnih
duljina svjetla i kamere koje biljeze fluorescenciju i apsorpciju svjetla suspektnog lijeka.
Uredaj pritom vr$i direktnu usporedbu slika suspektnog lijeka snimljenih kamerom s
pohranjenim slikama autenti¢nog lijeka. Za pregledavanje pakirnog materijala koristi se
digitalni ruc¢ni opticki mikroskop, na nacin da se pakirni materijal pod mikroskopom
usporeduje s mikroskopskim slikama odobrenih artworka pakirnog materijala. CD3+ uredaj
trenutno se koristi u velikom broju postanskih ureda i carinskim ispostavama od strane FDA
strunjaka i strucnjaka ostalih regulatornih agencija. Njegova je prednost §to se njime
istovremeno moze pregledavati autenti¢nost pakiranja i same dozirne jedinice. Jednostavan je
za upotrebu i rukovanje, za $to nije potrebna znacajnija edukacija. Nedostatak je $to rezultati
nisu jednoznaéni, ve¢ njihova interpretacija ovisi o ispitivacu (30, 36, 37). Slika 11 prikazuje
uredaj CD3+, usporedne fotografije krivotvorenog i autenti¢nog lijeka dobivene uredajem
CD3+, kao 1 primjer koristenja digitalnog mikroskopa ugradenog u CD3+ uredaj za pregled

pakirnog materijala suspektnog lijeka.
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Slika 11 - CD3+ uredaj i primjeri rezultata analize potencijalnih krivotvorina

A= lIzgled CD3+ uredaja, B= usporedne fotografije krivotvorenog i autenti¢nog lijeka
dobivenog uredajem CD3+, C= primjer koriStenja digitalnog mikroskopa u sklopu CD3+
uredaja za pregled pakirnog materijala suspektnog lijeka. (preuzeto i prilagodeno prema
literaturnom navodu 36).

Metode bazirane na tankoslojnoj kromatografiji — primjer je Global Pharma Health Fund

(GPHF) Minilab - prijenosni laboratorij u kovCegu opremljen staklenim laboratorijskim

priborom za ekstrakciju, pripremu uzoraka, pipetiranje i nanosenje uzoraka, kromatografskim

plo¢ama, komorama za razvijanje kromatograma, elektricnom prijenosnom vagom, UV
lampama s razli¢itim valnim duljinama, grija¢ima, mikrometrima za mjerenje debljine,

uputstvima za upotrebu s vrlo jednostavno opisanim uputama te zbirkom referentnih uzoraka i

jednostavnih kemikalija, koji sluzi za provodenje analize bilo gdje u svijetu. Osim na

tankoslojnoj kromatografiji, analize se temelje i na kolorimetriji i ispitivanju raspadljivosti.

Analize se vrse u 4 koraka:

- vizualni pregled dozirnih jedinica i pakirnog materijala za rano otkrivanje krivotvorina,

- brzi pregled ukupne mase i mase dozirnog oblika kao rani indikator u detekciji
krivotvorina,

- jednostavni test raspadljivosti ako se radi o dozirnim oblicima s produljenim otpustanjem
ili dozirnim oblicima sa specificnim oblaganjem,

- tankoslojna kromatografija za identifikaciju i semikvantitativno odredivanje sadrZaja tvari
na temelju usporedbe retencijskih faktora (vremena zadrzavanja), veli¢ine i intenziteta
mrlja autenticnog lijeka i krivotvorenog lijeka.

Metoda je u Sirokoj upotrebi diljem svijeta i moze se koristiti za $irok raspon djelatnih tvari,

vrlo je specifi¢na s obzirom na razlikovanje autenti¢nih od krivotvorenih proizvoda. Medutim,

rezultati u nekoj mjeri mogu ovisiti o osobi koja provodi analizu. Za provodenje analize

potrebna je jednostavna edukacija i posjedovanje odredenih laboratorijskih vjestina (30, 37,

38). Na Slici 12 prikazan je izgled GPHF Minilaba.
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Slika 12 - Izgled GPHF Minilaba (preuzeto iz literaturnog navoda 36)

3) Metode bazirane na Ramanovoj spektroskopiji - npr. TruScan™ Portable Raman
spectrometer (Termo Fischer Scientific), CBEx, wuredaji proizvodaca Rigaku Raman
Technologies, Ahura Scientific, Inc. i B&W Tek, Inc. koji se koriste za usporedbu Ramanovog
spektra uzorka i Ramanovog spektra autenti¢nog lijeka. Analize Truscan uredajima mogu se
vrsiti kroz pakiranje, imaju znacajku robusnosti, a korisnik koji provodi testiranje nema
utjecaja na rezultat analize. Analize provedene takvim uredajima vrlo su osjetljive i specifi¢ne
s obzirom na identifikaciju djelatne tvari, no njima je moguée sadrzaj odrediti
semikvantitativno pa tako nisu uvijek prikladne za otkrivanje krivotvorenih lijekova s manjim
sadrzajem djelatne tvari.

Duljina edukacije za koriStenje uredaja temeljenih na Ramanovoj spektroskopiji varira od
uredaja do uredaja, no najéescée ne traje dulje od 2 tjedna.

Kod nekih uredaja baziranih na Ramanovoj tehnologiji, npr. CBEx, postoji problem da neke
djelatne tvari ne doprinose ukupnom spektru (npr. artemeter u dozirnom obliku koji sadrzi
artemeter i lumefantrin), Cesto zbog preklapanja vrpci s drugim djelatnim tvarima ili
pomo¢nim tvarima. Takvi problemi mogu se prevladati raCunskim analizama podataka,
odnosno primjenom matematickih modela obrade podataka, kao §to je detaljno opisano u

poglavlju 3.5.4.
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4)

Takoder, postoji i SORS Ramanova spektroskopija (Spatially offset Raman spectroscopy),
koja se temelji na supresiji signala obojenog povrSinskog filma tablete i kapsule, ¢ime se
omogucava identifikacija djelatne tvari unutar farmaceutskog oblika. Valne duljine koje se
koriste za ekscitaciju u SORS Ramanovoj spektroskopiji bliske su NIR podruc¢ju valnih
duljina (824 nm).

Nedavno je opisana i uporaba ,,line scanning“ Raman spektroskopije koja se koristi u svrhu
kvantifikacije djelatnih tvari na valnim duljinama ekscitacije od 785 nm. Spektar se kreira na
nacin da se dodaje linija po linija (10, 30, 37, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45).

Slika 13 prikazuje provjeru suspektnog lijeka TruScan uredajem.

Slika 13 - Provjera suspektnog lijeka TruScan uredajem (preuzeto iz literaturnog navoda 40)

Metode bazirane na NIR, MIR tehnici ili kombinaciji MIR/NIR tehnike - npr. SCiO
uredaji bazirani na NIR tehnici koji mogu s velikom tocnos¢u odrediti je li neki antimalarik
krivotvoren ili nije na osnovu usporedbe spektra uzorka sa spektralnom knjiznicom (npr. za
artemeter i lumefantrin). Za neke antimalarike kao $to je amodiakin, uredaj nije u mogucnosti
odrediti sadrzaj djelatne tvari, a time ni odrediti je li neki lijek krivotvoren ili nije, ukoliko se

radi o razlici u sadrzaju. Trenutno se istrazuje mogucnost koriStenja Sireg raspona valnih
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5)

6)

duljina u NIR identifikaciji, §to moze potencijalno poboljsati moguénost kvantifikacije tvari

(30, 46).

Metode bazirane na ELISA imunotestovima koriStenjem monoklonskih protutijela — npr.
Jjednostavni jednokratni testni Stapic¢i (eng. lateral flow dipstick immunoassay) - ve¢ su
razvijeni u smislu kvalitativne i kvantitativne analize raznih antimalarika baziranih na
artemisininu i pokazuju obecavajuce rezultate, no jo$ uvijek nisu prisutni na trziStu. Za
navedene metode provedeno je testiranje na terenu, no rezultati nisu usporedeni s referentnim
tehnikama. Testnim Stapi¢ima vrlo se jednostavno rukuje. Jedna od takvih metoda detaljno je

opisana u poglavlju 3.5.5. (11, 47, 48, 49).

Metode bazirane na kolorimetriji - npr. papirne kartonske kartice za jednokratnu upotrebu
koje su dizajnirane na nacin da razlicite trakice na kartici sadrze razli¢ite reagense za razlicite
kolorimetrijske reakcije te se na taj nacin u slucaju stavljanja uzorka dozirnog oblika na
karticu i otapanja u vodi za djelatne tvari u lijeku dobiva ,,bar kod boje* koji se usporeduje s
referentnom knjiznicom ,,standardnih bar kodova boja“. Na papirnim karticama se donekle
mogu razlikovati i vrlo niske koncentracije djelatnih tvari od deklariranih koncentracija (mogu
se odrediti semikvantitativno). Prednosti takvih kartica su da su jednostavne za upotrebu,
jeftine, ne zahtijevaju predobradu uzoraka, a analiza se brzo provodi. Nedostaci su slijede¢i:
neke tvari ne daju kolorimetrijske reakcije, pomoéne tvari ¢esto utjeCu na boju razvijenu
reakcijom, potrebna je usporedba boja s autenti¢nim proizvodom ili referentnim knjiznicama
te nije moguce provesti potpunu kvantifikaciju tvari. Zbog svega navedenog, takve kartice
imaju potencijal u provodenju preliminarnih analiza, no njihovi se rezultati trebaju potvrditi
drugim pouzdanijim metodama. Papirne kartice za sada jo$ nisu prisutne na trzistu. (30, 50)

Na Slici 14 prikazani su rezultati analize papirnom kartonskom karticom za neke antimalarike.
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7)

8)

C pirimetamin D amodiakin
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Slika 14 - Rezultati analize papirnom kartonskom karticom za neke antimalarike (preuzeto i
prilagodeno prema literaturnom navodu 50)

Metode bazirane na refleksiji - npr. rucni uredaj Gloss meter/ mjerac sjaja koji se temelji
na usporedbi magnituda spekularnog sjaja povrSine krivotvorenih i autenti¢nih lijekova.
Spekularni sjaj ovisi o grubosti i refraktivnom indeksu povrsine. Ovakve analize (na primjeru
artemetera i lumefantrina) dale su rezultate koji su usporedivi s rezultatima kompleksnijih
uredaja temeljenih na tehnologijama koje istraZzuju povrSine te bi se mogle koristiti za
preliminarne provjere krivotvorenih proizvoda na terenu. Ova tehnologija jo§ uvijek nije

prisutna na trzistu (30, 51).

Metode bazirane na principu mikrofluida s luminiscentnom detekcijom - npr. uredaj
PharmaChK - minijaturni ¢ip manji od kreditne kartice na kojemu se provode kompleksne
analize u vrlo malom volumenu tekuc¢ine. PharmaChK sastoji se od 4 dijela koji omogucavaju
kvantifikaciju djelatne tvari (npr. derivata artemisinina). Prvi dio sluzi za otapanje lijeka uz
pomo¢ mikromijesalice. Drugi dio sadrzi fluorescentni marker ili otopinu molekule
Hreportera®. Tre¢i dio sadrzi mikrofluidni Cip u ¢ije se mikrofluidne kanale upumpavaju
otopina tablete i fluorescentni marker. Cetvrti dio je detektor. Tehnologija je vrlo jednostavna,
jeftina, prenosiva i daje brze rezultate, ali za sada jo§ uvijek nije prisutna na trzistu (30, 52).

Na Slici 15 prikazan je princip rada PharmaChK mikrocipa.
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1. Aparatura za otapanje tableta

2. Fluorescentni marker

=

4. Detektor

Slika 15 - Princip rada PharmaChK mikrocipa (prilagodeno prema literaturnom navodu 52)

9) Metode bazirane na masenoj spektrometriji - npr. prenosivi uredaj QDa single quadrupole
koji za detekciju koristi kvadrupolni analizator mase, nakon ¢ega se sirovi podaci ubacuju u
softver za procesuiranje podataka. Metoda se temelji na usporedbi podataka uzorka i
autenti¢nog lijeka (iz baze podataka ili provodenjem usporedne analize). Uredaj se pokazao
uspjeSnim za analizu djelatnih tvari sadrzanih u ACT kombiniranoj terapiji (kombiniranoj
terapiji koja ukljucuje artemisinin). Prednosti u odnosu na stolne masene spektrometre su u
jednostavnosti pripreme uzorka i brzini provodenja analize. Nedostaci su da uredaj ne moze
tocno identificirati nove spojeve 1 mora koristiti izvor elektricne energije. Prije uvodenja u
redovnu upotrebu tehnologiju je potrebno dodatno poboljSati na nain da se omoguci
odgovarajuée sucelje za obradu podataka, kojim bi se omogucilo provodenje analize i bez

znacajnijeg iskustva u procesuiranju podataka (30, 53).

10) Metode bazirane na laserskoj apsorpciji i fluorescenciji - npr. ru¢ni uredaj Counterfeiting
Drug Indicator CoDI koji se temelji na mjerenju laserske svjetlosti koja prolazi ili se rasprsuje
kroz tabletu, nakon izlaganja tablete laserskoj svjetlosti valne duljine 405 nm. Ovisno o
sastavu tablete, koriStenje lasera moze rezultirati promjenom boje propustenog i rasprSenog

svjetla. Promjene u emitiranoj valnoj duljini (fluorescenciji) karakteristike su pojedinog
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brenda lijeka, te se na taj nacin mogu razlikovati krivotvorene tablete od onih autenti¢nih.
Digitalne fotografije emitiranih boja suspektnog lijeka i autenticnog lijeka analiziraju se uz
pomo¢ razli¢itih softvera ili uz pomo¢ smartphone aplikacija i medusobno usporeduju, Sto
omogucuje brzu i jednostavnu analizu. Uredaj se pokazao uspjeSnim za otkrivanje

krivotvorina koje sadrze artemeter i lumefantrin, no jo$ uvijek nije prisutan na trzistu (30, 54).

Na Slici 16 prikazane su digitalne fotografije razli¢itih brendova antimalarika dobivene

koristenjem CoDI uredaja.

Slika 16 - Digitalne fotografije brendova antimalarika dobivene koristenjem CoDI uredaja
(preuzeto i prilagodeno prema literaturnom navodu 54)

11) Metode bazirane na refraktometriji - npr. ru¢ni uredaj AR200 digital refractometer (Leica
Microsystems) koji za analizu koristi principe refraktometrije. Tim uredajem moze se
kvantitativno odrediti sadrzaj djelatne tvari u otopini usporedujuéi izmjerenu koncentraciju s
koncentracijskom krivuljom otopina standarda. Na taj nacin odreduje se je li koncentracija
djelatne tvari unutar dozvoljenog raspona od 80-120% deklarirane koncentracije, ili unutar
specifikacijom odredenog raspona. Uredaj se pokazao uspjesnim za provodenje analize na 5
razlicitih antimalarika (tableta i injekcija), ukljucuju¢i i derivate artemisinina. Uredaj je

dostupan na trzistu (30, 55).
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12) Metode bazirane na kapilarnoj elektroforezi - npr. uredaj ECB2 koji kombinira zonsku
kapilarnu elektroforezu s UV detektorom koji koristi LED tehnologiju. Za kinin analiza je
provedena u kiselom mediju, te su rezultati usporedeni sa standardnim metodama. Tehnika
pokazuje potencijal za koriStenje u analizi krivotvorina u endemskim podrucjima, jer je

jednostavna, jeftina i robusna, te daje pouzdane rezultate (56).

13) Pojednostavljene HPLC tehnike - npr. HPLC tehnike koje koriste samo C18 kolone,
metanol i jednostavne fosfatne pufere. Te metode vrlo su robusne i u slu¢aju izmjene brojnih
parametara, §to je uobi¢ajeno u endemskom okruzenju. Tim se metodama preliminarno moze
dokazati krivotvorenje, moze se otkriti postojanje oneciS¢enja u lijeku te odrediti sadrzaj
djelatne tvari. Metode su testirane na viSe antimalarika, medu ostalim i na artemeteru i
lumefantrinu, te pokazuju potencijal za provodenje preliminarnih analiza u endemskim

podru¢jima (57).

U daljnjem tekstu detaljno su obradene dvije inovativne analiticke metode: Ramanova hiperspektralna
multikomponentna analiza za otkrivanje krivotvorenih tableta antimalarika Riameta® i
imunoenzimatski testovi temeljeni na monoklonskim protutijelima za provjeru sadrzaja

dihidroartemisinina u antimalaricima.

3.5.4. Ramanova hiperspektralna multikomponentna analiza za otkrivanje
krivotvorenih tableta antimalarika Riameta®

3.5.4.1. Osnovno o tehnici Ramanove spektroskopije

Ramanova spektroskopija je vibracijska spektroskopska tehnika koja se temelji na neelasticnom
rasprSenju elektromagnetskog zraCenja uslijed interakcije s tvarima u uzorku. Naime, interakcije
elektromagnetskog vala s molekulom mogu uzrokovati distorziju elektronskog oblaka oko jezgre, pri
¢emu elektroni prelaze u viSe energijsko stanje koje je nestabilno i vrlo brzo se otpusta u obliku
rasprsenog zracenja. Rasprseno zracenje dijeli se u: Rayleighovo (elasti¢no) i Ramanovo (neelasti¢no)
rasprSenje. Rayleighovo rasprSenje je najcesc¢e. Ono predstavlja rasprSenje pri kojem ne dolazi do
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promjene energije, tj. valne duljine pobudnog i rasprSenog zracenja se ne razlikuju. Ramanovo
rasprienje se deSava vrlo rijetko, obi¢no na samo jednom od 10°- 108 upadnih fotona. Ovisno o tome
dogada li se interakcija zracenja i molekule u trenutku kad se ona nalazi u osnovnom ili pobudenom

vibracijskom stanju, razlikujemo dvije vrste Ramanovog rasprsenja:

- Stokesovo rasprSenje - dogada se ukoliko su molekule u trenutku interakcije s
elektromagnetskim zrac¢enjem bile u osnovnom vibracijskom stanju, a nakon interakcije su se
vratile u pobudeno vibracijsko stanje. Emitirani foton tada je manje frekvencije od pobudnog.

- Anti-Stokesovo rasprsenje - dogada se ukoliko su molekule u trenutku interakcije S
elektromagnetskim zra¢enjem bile u pobudenom vibracijskom stanju, a nakon interakcije su se

vratile u osnovno vibracijsko stanje. Emitirani foton tada je vece frekvencije od pobudnog.

S obzirom da se vecina molekula pri sobnoj temperaturi nalazi u osnovnom vibracijskom stanju,
Stokesovo zracenje je ¢eSce od anti-Stokesovog te se stoga Stokesov spektar najcesce obraduje. Anti-
Stokesov spektar obraduje se u slu¢ajevima kad je Stokesovo rasprSenje zasjenjeno fluorescencijom,
kao na¢inom deaktivacije molekula iz pobudenog u osnovno stanje. Slika 17 prikazuje mehanizme

razli¢itih procesa rasprSenja svjetla.

A
E V=2 Prvo elektronsko
g ;; pobudeno stanje
AT Virtualno stanje
Y . Y
hvy - hv, hv, hv, + hv,
hv, hvy hvy
v=2 Osnovno
vzl y elektronsko stanje
Stokes Rayleigh anti-Stokes

Slika 17 - Mehanizmi razli¢itih procesa rasprsenja svjetla (preuzeto iz literaturnog navoda 60)
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Molekulske vibracije koje se biljeze u Ramanovom spektru jesu one pri kojima se mijenja
polarizabilnost molekule. Najvece rasprSenje zracenja uzrokuju simetri¢ne vibracije funkcionalnih

skupina bogatih elektronima, a vrpce koje im odgovaraju najintenzivnije su u spektru.

S obzirom da se temelji na intrinzicnim molekulskim vibracijama, spektar Ramanovog zracenja
karakteristican je za pojedinu molekulu. Tehniku je moguce provesti direktno kroz pakiranje,
neinvazivna je i nije potrebna priprema uzoraka. Takoder, moguée je provodenje analize putem ruc¢nih
uredaja na licu mjesta. Stoga je Ramanova spektroskopija ve¢ viSestruko primjenjivana u analizi
krivotvorina kao §to je opisano u poglavlju 3.5.3. Glavni nedostaci metode su da je ona kompleksna za
razvoj i prilagodbu, Cesto je niske osjetljivosti (zbog male pojavnosti Ramanovog zraenja unutar
ukupnog rasprsenog zracenja i fluorescencije koja Cesto zasjenjuje Stokesovo rasprsenje) (10, 58, 59,
60, 61).

3.5.4.2. Osnovne znacajke Ramanove hiperspektralne multikomponentne analize za otkrivanje
krivotvorenih tableta antimalarika Riameta®

Analiti¢ka metoda razvijena je od strane autora u cilju otkrivanja jednostavne i jeftine tehnike kojom
se moze odrediti sadrzaj i raspodjela djelatnih tvari u antimalaricima na trzi$tu i time odrediti jesu li
autenti¢ni ili krivotvoreni (10). Za snimanje spektra i prijenos zraCenja koriStena su opti¢ka vlakna.
Lasersko zracenje koje se koristilo za ekscitaciju je u vidljivom podruc¢ju (532 nm), jer je u usporedbi s
ekscitacijskim valnim duljinama u NIR podrucju intenzitet rasprSenog zracenja intenzivniji, sukladno

jednadzbi:

Isroxes o« NI (vo — v ) laf?

gdje je N broj rasprSivaca, Ip intenzitet lasera, vo frekvencija ekscitacije lasera, vr frekvencija

vibracijskog stanja molekule, a polarizabilnost molekule.

Za kvantifikaciju djelatnih tvari lumefantrina i artemetera i asigniranje spektralnih vrpci koristila se

metoda parcijalnih najmanjih kvadrata (PLS) i teorija funkcionala gustoée (10).
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3.5.4.3. Razvoj metode Ramanove hiperspektralne multikomponentne analize za otkrivanje
krivotvorenih tableta antimalarika Riameta®

Metoda nije zahtijevala prethodnu obradu uzoraka, ve¢ su se rezultati dobili direktno snimanjem
razlicitih dijelova tablete. Koriste¢i 8X8 snop optickih vlakana, mogla su se snimiti 64 spektra u isto

vrijeme, §to je omogucilo da se u kratkom vremenskom razdoblju obuhvate razna podrucja tablete.

Medutim, bilo je potrebno provesti inicijalne pripreme: snimanje Ramanovih spektara Cistih djelatnih
tvari u lijeku (lumefantrina i artemetera), kao i pomo¢ne tvari hipromeloze (10). Dobiveni spektri

prikazani su na Slici 18.

Slika 18 - Ramanovi spektri djelatnih tvari lumefantrina (A) i artemetera (B) i pomoc¢ne tvari
hipromeloze (C) na ekscitacijskoj valnoj duljini od A= 532 nm (preuzeto i prilagodeno prema
literaturnom navodu 10)

Asignacija vrpci u spektru bazirana je na DFT kalkulaciji (teoriji funkcionala gustoce). Provedena je
usporedba racunski dobivenih Ramanovih spektara s eksperimentalno dobivenim FT-Ramanovim
spektrima, ¢ime je potvrdena vrlo visoka korelacija izmedu njih. Navedeni eksperimentalni podaci

prikazani su u Tablici 7.
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Tablica 7. Asignacija vrpci u Raman spektru lumefantrina i artemetera (preuzeto i prilagodeno prema
literaturnom navodu 10)

Lumefantrin Artemeter

Pozicija pika / cm™! Pozicija pika / cm™!

Izmjereno Izmjereno

i iia Vimei . .. Izmjereno Izmjereno
FT.-Raman Izraéunato Asignacija Vrpei Identifikacija

Identifikacija FT-Raman Izradunato Asignacija Vrpei

532 nm 532 nm
L1 865 876 875 SCH + wCH A1l 1442 1454 1455 8,CH,
L2 1180 1172 1170 SCH A2 2872 2873 2874 v3CHs (+ vCH)
L3 1580 1589 1587 vb + §CH A3 2940 2937 2037 vaCH2
L4 1623 1635 1640 vC=C + 8CH

vs: simetriCna vibracija istezanja; v, asimetriéna vibracija istezanja; 8: ravninska strizna vibracija svijanja; 8, neravninska uvojna vibracija
svijanja; d: simetri¢na rastezna vibracija; o: vibracija svijanja; vy: vibracija istezanja benzenskog prstena

Pojedine vrpce u spektru artemetera poklapale su se s vrpcama u spektru hipromeloze, §to je
predstavljalo izazov u kvantifikaciji artemetera. Stoga su se za dokazivanje i odredivanje sadrzaja
djelatnih tvari u lijeku Kkoristili principi multivarijantne analize podataka, odnosno metode parcijalnih

najmanjih kvadrata (PLSR).

Razvoj radunske metode parcijalnih najmanjih kvadrata zapocCeo je prethodnim procesuiranjem
spektara, na nacin da se smanji utjecaj Suma u odnosu na signal. Navedeno je ukljuc¢ivalo korekcije
intenziteta optickih vlakana te korekciju varijacija u intenzitetima Ramanovog zraCenja koje nastaju
zbog razliitih tehnickih uzroka kao §to su duljina opti¢kih vodova, varijacije u gusto¢i uzoraka,
varijacije u veli¢ini Cestica i drugih uzroka. Nakon provedenih korekcija uslijedilo je Savitzky- Golay

filtriranje.

PLSR racunska metoda kombinira faktorijalnu analizu i regresijske metode. Za razvoj te racunske
metode izradeni su kalibracijski model i validacijski model, koji su primijenjeni na odgovaraju¢im
setovima podataka, ukljucujuci i dobivene hiperspektralne snimke modelnih tableta. S obzirom da je
sadrzaj stvarnih tableta najce$ce heterogen te Cinjenicu da prostorne varijacije koncentracija unutar
tableta ne odgovaraju referentnim vrijednostima za razvoj modela, pojedinacne hiperspektralne
snimke reducirane su sumiranjem na prosjecni spektar. Takoder, primijenjeni su i razli¢iti algoritmi da
se uklone tzv. ,ekstremni uzorci“. Nakon primjene svega navedenog, dobiveni su kalibracijski i
validacijski PLSR modeli koji su pokazivali dobru korelaciju izmedu referentnih i modelom

izraCunatih/ predvidenih podataka (10). Zatim je ra¢unski model primijenjen na 30 hiperspektralnih
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snimki tableta modela i tableta Riameta®. Racunski dobivene koncentracije i odgovarajuéi rasponi
pogreske prikazani su u Tablici 8.

Tablica 8 - Racunski dobivene koncentracije (PLSR metodom) lumefantrina i artemetera u modelnim
tabletama i autenti¢nim tabletama: Lu100Ar100 (100% nominalne koncentracije lumefantrina i 100%
nominalne koncentracije artemetera, Sto odgovara 60% lumefantrina i 10% artemetera u tableti),
Lu50Ar100 (50% nominalne koncentracije lumefantrina i 100% nominalne koncentracija artemetera,
S§to odgovara 30% lumefantrina i 10% artemetera u tableti), Lul00Ar0 (100% nominalne koncentracije
lumefantrina i 0% nominalne koncentracije artemetera), LUOAr100 (0% nominalne koncentracije

lumefantrina i 100% nominalne koncentracije artemetera) (preuzeto i prilagodeno prema literaturnom
navodu 10)

U slucaju lumefantrina vidljive su odredene razlike u odnosu na ocekivane vrijednosti (npr. kod
Lu50Ar100 i Riameta®), dok su u slucaju artemetera izraCunate i o¢ekivane koncentracije usporedive.
Sukladno zahtjevima Americke farmakopeje USP/NF (7), za testove ujednacenosti sadrzaja potrebno
je ispitati barem 30 uzoraka, te je dozvoljeno najvise 25% odstupanja od referentne vrijednosti
(izraCunate vrijednosti) za jednu dozirnu jedinicu. Prikazana odstupanja ulaze u taj raspon. Dobivene
razlike mogu se pripisati nehomogenim efektima rasprSenja povrsine u kombinaciji s ograni¢enjima u
mogucénosti izraCunavanja signal/Sum omjera 1 nesigurnosti regresijskog modela. Ocekivane
vrijednosti definirane su na osnovu nominalnih koli¢ina sastojaka, a poznato je i da lumefantrin jace

rasprSuje Ramanovo zracenje od artemetera, $to takoder moze dovesti do navedenih razlika (10).

Kako bi se postigla veca tocnost racunski dobivenih koncentracija, razmisljalo se o izradi modelnih
tableta s viSe razlic¢itih vrsta pomoc¢nih tvari, s obzirom da je u prvim modelima koriStena samo
hipromeloza. Ostali sastojci prisutni u stvarnoj tableti nisu koristeni zbog toga $to njihove stvarne
koli¢ine nisu poznate. Medutim, usporedba Ramanovog spektra modelne tablete Lul00Ar100, koja

sadrzi cjelokupni sadrzaj djelatnih tvari kao i u stvarnim tabletama, sa spektrom stvarne Riamet®
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tablete pokazuje visok stupanj sli¢nosti (visok stupanj korelacije na reprezentativnim vrpcama), te

stoga daljnje prilagodbe modela nisu bile potrebne. Navedeno je prikazano na Slici 19.

Slika 19 - Usporedba Ramanovog spektra tableta Riameta® (A) i modelnih tableta Lul00Ar100 sa
100% nominalnim sadrZajem djelatnih tvari (B) (preuzeto i prilagodeno prema literaturnom navodu
10)

U predikcijskim ra¢unskim modelima, odredene su vrpce/pikovi koje imaju najveci utjecaj na
cjelokupni Ramanov signal molekule. 1 za artemeter i za lumefantrin pojedinacne reprezentativne
vrpce koreliraju s visokim regresijskim koeficijentima s vlastitim predikcijskim faktorima u
ra¢unalnom modelu, §to potvrduje prikladnost modela za razlikovanje djelatnih tvari lumefantrina i

artemetera nakon obrade dobivenih spektralnih informacija. Navedeno je prikazano na Slici 20.
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Slika 20. Regresijski koeficijenti za predvidanje djelatnih i pomo¢nih tvari i asignacija vrpci

A - regresijski koeficijenti za predvidanje lumefantrina (zeleno, donji dio), artemetera (crveno, srednji
dio) i hipromeloze (plavo, gornji dio)

B - vibracijska asignacija pikova koji najviSe doprinose PLSR modelu (L3, L4, A2 i A3). L3 je
kombinacija istezanja benzenskog prstena i CH ravninske strizne vibracije svijanja lumefantrina. L4 je
C=C vibracija istezanja kombinirana s CH ravninskom striznom vibracijom svijanja lumefantrina. A2
je asimetri¢na vibracija istezanja CH. veze, kombinirana s manjim doprinosom CH istezanja
artemetera. A3 predstavlja asimetricno CH; istezanje artemetera (preuzeto i prilagodeno prema
literaturnom navodu 10).

Na temelju navedenog prikaza vidljivo je da unato¢ ¢injenici da hipromeloza i artemeter imaju vrpce u
istim spektralnim regijama (izmedu 2800 i 3000 cm™), te se neke vrpce preklapaju, razvijeni model
dopusta kvantifikaciju artemetera u prisutnosti hipromeloze. Navedeno je potkrijepljeno visoko

negativnim koeficijentima predikcije dobivenim u slucaju hipromeloze na pozicijama A2 i A3 (10).

Snimanjem razliCitih regija tablete Riamet®, uofene su razlike u distribuciji sadrzaja odnosno

koncentracije djelatnih tvari u razli¢itim podrucjima tablete. Za lumefantrin su koncentracije lokalno
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varirale od 21,8 do 54,5% m/m, a za artemeter od 4,1 do 15,2% m/m. Na temelju navedenog
zakljuceno je da su tablete Riameta® uglavnom nehomogene, dok su djelatne tvari u modelnim

tabletama distribuirane homogenije te je njihov sadrzaj ujednaceniji. Navedena raspodjela prikazana je

na Slici 21 i Slici 22.

100 L] L) | ]

Racunski dobivena koncentracija / %

Podrucje / ROI

Slika 21 - Racunski dobivene koncentracije za 64 slucajno odabrane to¢ke unutar 30 razli¢itih
podrucja tablete (dobivene na osnovu 30 hiperspektralnih snimki) za 3 sastojka Riameta®: lumefantrin
(zelene linije, nizi graf), artemeter (crvene linije, srednji graf) i hipromeloza (plave linije, najvisi graf),
te prikaz raspona greski u predikciji. Podruéje (ROI) oznacava snimku dobivenu jednim vlaknom
unutar snopa vlakana (preuzeto i prilagodeno prema literaturnom navodu 10)
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Slika 22- Racunski dobivene koncentracije lumefantrina (zeleno, donja linija) i artemetera (crveno,
gornja linija) na slu¢ajno odabranim tockama unutar modelnih tableta. Regija (ROI) oznacava snimku
dobivenu jednim vlaknom unutar snopa vlakana.

A. Lu50Ar100- model koji sadrzi 50%-tnu nominalnu koncentraciju lumefantrina i 100%-tnu
nominalnu koncentraciju artemetera, Sto odgovara 30% lumefantrina i 10% artemetera u

tableti
B. Lul00Ar100- model koji sadrzi 100%-tnu nominalnu koncentraciju lumefantrina i artemetera,
§to odgovara 60% lumefantrina i 10% artemetera u tableti (preuzeto i prilagodeno prema
literaturnom navodu 10)
Iz navedenih prikaza vidljivo je da je moguce lako razlikovati modelne tablete koje sadrze 50%
nominalne koncentracije lumefantrina i 100% nominalne koncentracije artemetera u odnosu na
modelne tablete koje sadrze potpuni nominalni sadrzaj djelatnih tvari te se stoga metoda moze smatrati
prikladnom za detekciju krivotvorenih antimalarika. Analiza se moze provesti vrlo brzo (snimanjem
64 snimki u isto vrijeme), te nije potrebna prethodna obrada uzorka, zbog Cega se metoda moze
smatrati jednostavnom i ekoloski prihvatljivom. Posebna prednost ove metode je Sto omogucuje
pregled raspodjele djelatnih tvari unutar tablete, na naCin da se njome moZe provesti istovremeno
snimanje vise razli¢itih podrucja (regija) tablete. To je njezino svojstvo vrlo korisno, jer tablete ¢esto
nisu homogene. Metoda je robusna i izdrzljiva, postavke metode mogu se po potrebi lako mijenjati, a
broj simultanih snimki moze se dalje povecati koriste¢i razlicite tehnike. Ova metoda u buduénosti
ima potencijal za koritenje u svrhu preliminarnog dokazivanja krivotvorina prije provodenja analiza
kompleksnijim i skupljim tehnikama, kojima se daje kona¢na potvrda o tome je li neki lijek

krivotvoren ili nije (10).
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3.5.5. Imunoenzimatski testovi temeljeni na monoklonskim protutijelima za provjeru
sadrZaja dihidroartemisinina u antimalaricima

3.5.5.1. Osnovno o imunoenzimatskim testovima (ELISA tehnici)

ELISA (eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) jest imunoenzimatska tehnika koja se temelji na
konceptu reakcije antigena i protutijela, a koja funkcionira na istom principu kao i kod humoralnog

imunoloskog odgovora gdje B limfociti nakon uocavanja antigena pocinju stvarati protutijela.

Za provodenje imunotestova antigen se imobilizira za Cvrstu mikrotitarsku plocicu, najéesée od
polistirena, polivinil klorida i polipropilena. Protutijelo u otopini reagira s antigenom, $to se detektira
sekundarnim protutijelom obiljeZenim enzimom koji je sparen s kromogenim supstratom. Od enzima
za obiljezavanje najceS¢e se koriste alkalna fosfataza (ALP), peroksidaza hrena (HRP) i B-
galaktozidaza. Promjena boje oznacava prisutnost analita u otopini. Pri tom se mjeri apsorbancija,
fluorescencija i/ili luminiscencija u svrhu kvantitativnog odredivanja analita, ili se vrSi vizualna

usporedba za semikvantitativno odredivanje analita.

ELISA tehnika ima svojstva visoke osjetljivosti 1 specifi¢nosti, uzorci se pripremaju na jednostavan
nacin, a sama tehnika nije kompleksna za provodenje, ekoloski je prihvatljiva i relativno jeftina.
Nedostaci su da metoda relativno Cesto daje lazno pozitivne/negativne rezultate, te potreba ¢uvanja
uzoraka i reagensa prema posebnim uvjetima ¢uvanja (¢uvanje na hladnom ili zamrzavanje). Takoder,
tesko je pripremiti specificna protutijela za pojedini analit, potrebne su sofisticirane tehnike za

pripremu kulture stanica za proizvodnju protutijela, a protutijela su relativno nestabilna.

Postoji vise razliCitih vrsta ELISA tehnike, medu kojima su najznacajnije direktna ELISA,
kompetitivna ELISA, indirektna ELISA, indirektna kompetitivna ELISA, , sandwich“ ELISA te

,,open sandwich* ELISA (62).

U ovom se poglavlju opisuje jedna metoda bazirana na indirektnoj kompetitivnoj ELISA tehnici
koja je razvijena od strane autora u svrhu otkrivanja krivotvorenih antimalarika na osnovu

semikvantitativnog odredivanja dihidroartemisinina (11).
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Indirektna kompetitivna ELISA (icELISA) je tehnika koja kombinira principe indirektne i
kompetitivne ELISA tehnike. Ciljni antigen se imobilizira na mikrotitarsku plocicu. Zatim se
inkubiraju slobodni antigen (uzorak) i protutijelo, a dobiveni kompleks se nanosi na mikrotitarsku
plocicu. Pri tom se protutijela djelomicno vezu za imobilizirane antigene, a djelomicno za slobodne
antigene prisutne u otopini. Primarno protutijelo koje se vezalo za imobilizirani antigen se detektira uz
pomo¢ enzimom oznacenog sekundarnog protutijela. Kad se u reakcijsku smjesu doda supstrat, enzim
katalizira reakciju, $to dovodi do pojave obojenja. Ukoliko je koncentracija antigena u uzorku visoka,
vise protutijela ¢e se vezati za antigen u otopini, $to rezultira s manje protutijela koja su slobodna za

vezivanje za imobilizirani antigen. Rezultat toga je da je obojenje otopine vrlo slabo ili se ne uocava.

Indirektna kompetitivna ELISA je u odnosu na direktnu ELISA tehniku specifi¢nija i prilagodljivija.
Kao najvazniji nedostatak indirektne kompetitivne ELISA tehnike smatra se Cesta pojavnost unakrsne
reaktivnosti sekundarnog protutijela (62). Na Slici 23 prikazani su osnovni principi indirektne

kompetitivne ELISA tehnike.

(i) AA*

P . A antigen
(iii)

Y primarno protutijelo

\ ; enzimom oznaceno

sekundarno
protutijelo

(i)

(\)]

M1

Slika 23 - Principi indirektne kompetitivne ELISA tehnike. (i) Imobilizacija antigena na &vrstu
podlogu. (ii) Inkubacija slobodnog ciljnog antigena s primarnim protutijelom. (iii) Ispiranje nevezanog
slobodnog ciljnog antigena i primarnog protutijela s plo€ice. (iv) Inkubacija s enzimom oznacenim
sekundarnim protutijelom. (v) Razvijanje boje reakcijom sa supstratom (preuzeto i prilagodeno prema
literaturnom navodu 62)

53



3.5.5.2. Osnovno o LFIA tehnologiji (Lateral flow immunoassay)

Lateral flow immunoassay tehnologija (LFIA), ili kako se jo$ naziva Lateral flow test (LFT), Lateral
flow device (LFD), Lateral flow assay (LFA), Lateral flow immunochromatographic assays, Dipstick,
Rapid test, Test strip, Quick test je jeftina i jednostavna tehnologija koja ima vrlo Siroku primjenu u
zdravstvu, agronomiji, ekologiji, prehrambenoj industriji i drugim podru¢jima. Na toj tehnologiji
temelje se npr. i testovi za trudnocu, testovi ovulacije, testovi za detekciju infektivnih bolesti, testovi
za detekciju narkotika u bioloskih uzorcima, testovi prisutnosti one¢iséenja u vodi, testovi za kontrolu
kvalitete prehrambenih artikala i sl. Zbog jednostavnosti njihove primjene, sve se viSe razmatra

njihova primjena u detekciji krivotvorenih lijekova.

Tehnologija se temelji na imunokromatografiji koja se provodi na testnim $tapi¢ima koji se uranjaju u
razli¢ite uzorke (prethodno obradene ili neobradene). Tehnika je osjetljiva i specificna za pojedini

analit, te se njome moze provoditi kvalitativna i semikvantitativna analiza.

Testni Stapi¢ temeljen na LFIA tehnologiji sastoji se od slijede¢ih dijelova:

1) Ulozak za uzorke - koji primarno upija visak tekuéine i osigurava kontrolirano kretanje
uzoraka niz Stapic.

2) Konjugirani jastudi¢ - na kojemu se nalaze konjugirani marker (¢esto koloidno zlato) i
protutijelo za oblaganje u dehidriranom stanju. Kad se testna traka uroni u uzorak, vezivo se
trenutno otapa i protutijelo se kre¢e prema nitroceluloznoj membrani. U slucaju da Stapié
funkcionira na icELISA principu, formira se kompleks protutijela s antigenom u otopini
uzorka, ¢ime je manje protutijela slobodno za vezanje s imobiliziranim antigenom na testnoj
liniji nitrocelulozne membrane.

3) Nitrocelulozna membrana - na kojoj su imobilizirani reagensi testne i kontrolne linije. Na
podruéju testne linije, ovisno o odabranom ELISA principu, u prisustvu ciljne molekule dolazi
do prisustva odnosno odsustva signala analita. Dodatno protutijelo specificno za protutijelo za
oblaganje upotrebljava se za proizvodnju kontrolnog signala.

4) Upijajuéi jastuci¢ - koji osigurava jednoli¢no kapilarno kretanje, upija visak uzoraka i

prevenira kretanje unazad (63, 64).
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Na Slici 24 prikazani su standardni dijelovi testnih Stapica koji se temelje na LFIA tehnologiji.

TOK TEKUCINE KONJUGATI KOLOIDNOG ZLATA | PROTUTIJELA

[ % -?*'9 ~ 4

géng?('éZA KONJUGIRANI rﬁ;MEMBRAQQ UPIJAJUCI JASTUCIE
JASTUCIE
TESTNA KONTROLNA
LINIJA LINIJA

Slika 24 - Standardni dijelovi testnih Stapic¢a (preuzeto i prilagodeno prema literaturnom navodu

63)

3.5.5.3. Osnovne znacajke imunoenzimatskih testova temeljenih na monoklonskim protutijelima
za provjeru sadrZaja dihidroartemisinina u antimalaricima

Analiti¢ka metoda razvijena je od strane autora u cilju otkrivanja jednostavnog i jeftinog testa kojim bi
se mogao odrediti sadrzaj dihidroartemisinina u antimalaricima, a time i odrediti jesu li oni autenti¢ni
ili krivotvoreni (11). Za detekciju krivotvorenih antimalarika na bazi artemisinina ve¢ su razvijene
razli¢ite metode temeljene na imunoenzimatskim testovima, odnosno ELISA tehnologiji (47, 48, 49,
65, 66, 67), koje potencijalno mogu sluziti u detekciji krivotvorina, kao i za pracenje pacijenata
tijekom terapije. Izazov u razvijanju imunotestova za analizu krivotvorenih antimalarika je u tome §to
su dihidroartemisinin (DHA), artesunat i artemeter vrlo slicni po kemijskoj strukturi, odnosno
razlikuju se samo po poziciji 12 kemijske strukture, te je teSko naci specificno monoklonsko
protutijelo kojim se dihidroartemisinin (DHA) moze identificirati i odrediti, ukoliko su uz njega
prisutni i drugi derivati artemisinina. Takoder, u prethodno razvijenim metodama, pozicija 12
kemijske strukture artemisininskih haptena c&esto nije bila eksponirana prema monoklonskim
protutijelima kori$tenim za prepoznavanje, zbog toga §to je koriStena za konjugiranje (vezivanje) s

proteinskim nosacima (11).

Metoda razvijena od strane autora (11) temelji se na imunoenzimatskoj (ELISA) tehnologiji. Kao

hapten za dihidroartemisinin koristen je 9-O-sukcinildihidroartemisinin. Hapteni su male molekule,
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nepotpuni antigeni, koji sami po sebi nisu imunogeni, medutim postaju imunogeni vezivanjem za
protein nosac. Hapten se u ovom slucaju koristio za proizvodnju specifi¢nih monoklonskih protutijela
imunizacijom misSeva tehnikom hibridoma imortaliziranih stani¢nih linija koje nastaju fuzijom
besmrtnih mijeloma stanica i B-limfocita sa sposobnoscu proizvodnje protutijela za odredeni antigen
(68, 69). Za odredivanje sadrzaja dihidroartemisinina koriSteno je monoklonsko protutijelo 2G11Gs.,
koje je identificirano pretrazivanjem knjiznice hibridomskih stani¢nih linija. Navedeno monoklonsko
protutijelo pokazuje 52,3% unakrsnu reaktivnost na artemisinin, a nisku unakrsnu reaktivnost na
artesunat, artemeter i ostale djelatne tvari sastavnice lijekova koji u svom sastavu sadrze artemisinin

(ACT terapija).

Na navedenim principima razvijen je i testni $tapi¢ temeljen na LFIA (Lateral flow immunoassay)

tehnologiji za brzo semikvantitativno odredivanje sadrzaja dihidroartemisinina u antimalaricima (11).

3.5.5.4. Razvoj imunoenzimatskih testova temeljenih na monoklonskim protutijelima za
provjeru sadrzaja dihidroartemisinina u antimalaricima

Kako bi se razvila metoda temeljena na ELISA imunotestovima, koja ¢e na jednostavan i jeftin nacin
mo¢i selektivno odrediti sadrzaj dihidroartemisinina u lijeku, bilo je nuzno dobiti specificna
monoklonska protutijela za dihidroartemisinin. To se ucinilo na nacin da je mikrobioloskom
fermentacijom i kemijskom modifikacijom proizveden novi imunogen s eksponiranom pozicijom 12
koja je vazna za razlikovanje dihidroartemisinina od ostalih derivata artemisinina. Priprema haptena

(9-O-sukcinildihidroartemisinina) izvrsena je u slijede¢im koracima:

1) Artemisinin je preveden u 9-hidroksiartemisinin mikrobioloskom fermentacijom u
Cunninghamella elegans (ATCC 9245) kulturi;

2) 9-hidroksiartemisinin uz pomo¢ anhidrida sukcinske kiseline preveden je u 9-O-
sukcinilartemisinin;

3) 9-O-sukcinilartemisinin reduciran je u 9-O-sukcinildihidroartemisinin (DHA hapten) uz

pomoc¢ natrijevog borohidrida i kalcijevog klorida u metanolu na 5 °C.
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Nakon zavrSetka reakcije i uklanjanja viska natrijevog borohidrida, dobiveni hapten prociscen je

taloZzenjem i filtracijom te je njegova Cistoca dokazana HPLC analizom (11).

Hapten (9-O-sukcinildihidroartemisinin) je konjugiran s govedim serumskim albuminom (BSA) kao
proteinom nosacem, kako bi tvorio kompleks imunogena za imunizaciju miseva, te s ovalbuminom

(OVA) kako bi tvorio imobilizirani antigen kompleks za provodenje ELISA metode.

Kako bi se dobila monoklonska protutijela za odredivanje dihidroartemisinina (DHA), imunizirani su
Balb/c miSevi sa 100 pg imunogena (koji se sastoji od 9-O-sukcinildihidroartemisinina konjugiranog s
BSA) uz dodatak potpunog Freundovog adjuvansa, a zatim 2 puta sa 100 pg imunogena uz dodatak
nepotpunog Freundovog adjuvansa. Tri dana nakon provedene imunizacije izuzet je uzorak krvi svih
miseva koji su sudjelovali u pokusu, te je titar protutijela odreden icELISA tehnikom. Odabrani su
miSevi s najveéim titrom protutijela i dodatno imunizirani sa 100 pg imunogena. Tri dana nakon
aplikacije zavrSne doze imunogena, izuzete su stanice slezene tih miSeva koje su sluzile za
proizvodnju hibridoma stanica. Hibridoma stanice dobivene su stapanjem stanica slezene imuniziranih
misSeva i stanica mi§je mijelomske linije SP2/0. Uslijedilo je pretrazivanje hibridomskih knjiZnica,
¢ime je identificirano 10 hibridoma klonova koji su pokazivali pozitivnu reakciju na
dihidroartemisinin. Stanice su potom razdvojene i ispitane na proizvodnju Zeljenih monoklonskih
protutijela. Jedan od tih klonova, 2G11G4 pokazao je 52,3%-tnu unakrsnu reaktivnost na artemisinin i
vrlo nisku unakrsnu reaktivnost na artesunat (1,6%) i artemeter (< 0,02%), kao i na ostale djelatne
tvari koje se nalaze u lijekovima ACT terapije (lumefantrin, piperakin, klorokin, amodiakin).
Unakrsna reaktivnost na sve te djelatne tvari iznosila je < 0,02%. Dokazano je da odabrano
monoklonsko protutijelo pokazuje 52,3%-tnu unakrsnu reaktivnost na artemisinin zbog ¢injenice §to
su artemisinin i dihidroartemisinin vrlo sli¢ni na poziciji 12, koja je i prethodno bila poznata kao
kljuéna pozicija za razlikovanje derivata artemisinina. Unato¢ tome, odabrano monoklonsko
protutijelo pokazalo je zadovoljavajucu specificnost za dihidroartemisinin u slucajevima kad su uz

njega istovremeno prisutni i artemeter i artesunat.

Izdvojeni klon je jo§ dvaput kloniran, a zatim su stanice uzgajane u odgovaraju¢em mediju kako bi

proizvele vecée koli¢ine protutijela. Dobivena protutijela su zatim proc¢iséena (11).
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Priprema uzorka lijekova ukljuc¢ivala je usitnjavanje, otapanje u acetonitrilu, ultrazvucnu ekstrakceiju,
centrifugiranje, razrjedivanje, filtriranje i ¢uvanje obradenog uzorka na -20 °C. Nad uzorcima je
usporedno provedena i HPLC analiza. Kao mobilna faza kod HPLC analize koristen je 60%-tni

acetonitril u vodi, a detekcija je vrSena UV detektorom na 216 nm (11).

Kako bi se odredili optimalni uvjeti za provodenje metode provedeno je testiranje na mikrotitarskim
plo¢icama s 96 jazica od kojih je svaka bila obloZena imobiliziranim antigenom. Potom su dodavane
standardne otopine lijeka i otopine uzorka u zadanim koncentracijama/razrjedenjima te otopine
protutijela. Nakon perioda inkubacije plocica je isprana kozjim antimisjim IgG-HRP (peroksidaza
hrena) konjugatima te je ponovno inkubirana. Nakon ispiranja, dodana je otopina supstrata te je

mjerena opticka gustoca ¢itacem mikrotitarskih plocica.

Dobiveni su slijededi rezultati:

Optimalna razrjedenja pri koncentraciji od Img/mL iznosila su 3000 za 9-O-

sukcinildihidroartemisinin-OVA konjugat, 1000 za DHA protutijelo i 1000 za kozji antimisji

IgG-HRP konjugat.

- Metodom je utvrdeno da koncentracija dihidroartemisinina koja uzrokuje 50%-tnu inhibiciju
(ICsp) iznosi 1,16 ng/mL.

- Radno podrucje metode je od 0,26-4,87 ng/mL, §to se poklapa s rasponom u kojem DHA
uzrokuje 20-80%-tnu inhibiciju signala (ICzo- 1Cso).

- Granica dokazivanja je 0,18 ng/mL, $to se poklapa s koncentracijom dihidroartemisinina koja

uzrokuje 15%-tnu inhibiciju signala (ICis).

Time je dokazano da je razvijena ELISA metoda vrlo osjetljiva, a njena je osjetljivost usporediva s
HPLC metodom. Takoder, tom metodom moze se to¢no odrediti koncentracija djelatne tvari u lijeku i
u bioloskih uzorcima, §to je kasnije i dokazano provedbom validacije metode u in vitro kulturi stanica

malarije (u kulturi Plasmodium falciparum parazita) (11).
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3.5.5.5. Razvoj testnih $tapica za provjeru sadrzaja dihidroartemisinina u antimalaricima

Testni Stapi¢i temeljeni na LFIA i ELISA tehnologijama za odredivanje djelatnih tvari derivata
artemisinina u ACT lijekovima ve¢ su prethodno razvijani. Studije provedene na terenu u Mianmaru
pokazale su da su takvi testovi korisni u detekciji krivotvorenih antimalarika ,,na licu mjesta® u
endemskim podruc¢jima, no usporedno nije provedeno testiranje uzoraka HPLC metodom kao zlatnim

standardnom (30, 47).

Testni Stapi¢ za odredivanje sadrzaja dihidroartemisinina u antimalaricima izraden je prema slijede¢im

koracima:

- Anti-DHA monoklonsko protutijelo (protutijelo za oblaganje) obiljezeno je nanoCesticama
koloidnog zlata (30nm) uz dodatak BSA.

- Provedeno je procis¢avanje dobivenog konjugata.

- Konjugacijski jastuci¢ zasicen je dobivenim konjugatom i osusen na sobnoj temperaturi.

- Za povrsinu nitrocelulozne membrane (NC membrane) u podrucju testne linije fiksirano je
protutijelo za hvatanje (9-O-sukcinildihidroartemisinin-BSA konjugat).

- U podrucju kontrolne linije imobilizirano je protutijelo specifi¢no za protutijelo za oblaganje
za proizvodnju kontrolnog signala (kozji antimisji IgG). Razlika izmedu kontrolne i testne
linije je 5 mm.

- Zatim je testna membrana postavljena na sredinu PVC kucista. Konjugacijski jastuci¢
zalijepljen je za kuciSte na nacin da se preklapa s NC membranom.

- Apsorpcijski (upijajuéi) jastu¢i¢ smjesten je na suprotnoj strani da se inducira kapilarnoscu
koja omogucéava povlacenje imunoloskog kompleksa na fiksno protutijelo.

- Ulozak za uzorke smjesten je na nacin da se preklapa s konjugacijskim jastu¢i¢em.

- Izradene testne trakice zatvorene su u PVC kuéistu uz dodatak desikanta (11).

Osjetljivost testnog Stapica ovisi o koncentraciji 9-O-sukcinildihidroartemisinin-BSA konjugata na
membrani i koncentraciji konjugata koloidno zlato-monoklonsko protutijelo. Kako bi se odredili

optimalni uvjeti za provedbu metode, izvrSene su probne analize na mikrotitarskim plo€icama.
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Odredene su slijedece optimalne koncentracije: 1 mg/mL za 9-O-sukcinildihidroartemisinin-BSA, 0,4
mg/mL za protutijelo kozji antimi§ji IgG i 30 pg/mL za konjugat koloidno zlato-monoklonsko

protutijelo.

Intenzitet obojenja testne linije ovisi o koncentraciji DHA u testnoj otopini. U svrhu testiranja
osjetljivosti, provedeno je niz testiranja sa serijom razrijedenih otopina DHA standarda (0, 6,25, 12,5,
25, 50 1 100 ng/mL). Najniza koncentracija DHA na kojoj je dobiven Zeljeni rezultat, a to je da testna
linija nije vidljiva, procijenjena je na 50-100 ng/mL. Rezultati testiranja osjetljivosti prikazani su na

Slici 25 A.

Nedostatak metode jest da procjena rezultata moze blago varirati s obzirom da se vrsi golim okom.
Stoga ta metoda moze sluziti samo za grubu procjenu je li neki lijek krivotvoren. Takoder, u slucaju

sumnji u rezultat testiranja, preporuca se testiranje na vise razli¢itih koncentracija (11).

U svrhu testiranja specificnosti/selektivnosti, provedeno je unakrsno testiranje s drugim derivatima
artemisinina. Nakon aplikacije DHA u koncentraciji 100 ng/mL testna linija nije bila vidljiva, dok je
nakon aplikacije artemetera, artesunata i artemisinina u istim koncentracijama testna linija pokazala
obojenje, Sto je i ocekivani rezultat. Na 500 ng/mL, artesunat i artemisinin pokazuju djelomic¢nu
inhibiciju, dok artemeter ni pri toj koncentraciji ne pokazuje inhibiciju. Rezultati testiranja

specifi¢nosti/selektivnosti prikazani su na Slici 25 B.

Slika 25. Rezultati testiranja osjetljivosti i specifi¢nosti/selektivnosti A - rezultati testiranja
osjetljivosti, na vrhu je naznacCena testirana koncentracija; B - rezultati testiranja specificnosti/
selektivnosti, na vrhu je naznacena testirana djelatna tvar (prilagodeno prema literaturnom navodu 11)
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Takoder, provedeno je testiranje na 4 komercijalna lijeka, iz kojih su izolirani DHA, artemeter
odnosno artemisinin pri koncentracijama od 50-100 ng/mL. Rezultati testiranja usporedivi su s
rezultatima otopina standarda. Na osnovu navedenoga, zakljuc¢eno je da su u indikatorskom podrucju

(50-100 ng/mL) testni Stapici specifi¢ni za DHA u odnosu na druge derivate artemisinina (11).

Kako bi se potvrdilo da je metoda prikladna za semikvantitativno odredivanje sadrzaja DHA,
provedeno je testiranje na 15 razliCitih komercijalnih ACT lijekova. Sadrzaj DHA u tim lijekovima
najprije je odreden HPLC metodom, kako bi se rezultati mogli usporediti s rezultatima dobivenim
testnim Stapi¢ima. Za analizu testnim Stapi¢ima izvorna (Stock) otopina razrijedena je na 100 ng/mL, te

je aplicirana na testne Stapice.

Pozitivnim rezultatom testa smatrao se rezultat gdje testna linija nije vidljiva. U slu¢aju da je testna

linija bila svijetla ili tamna smatralo se da sadrzaj lijeka nije u skladu s deklaracijom.

Analize su pokazale da su sadrzaji 5 ispitivanih lijekova bili u skladu s deklaracijom (testni Stapi¢ nije
pokazao liniju), dok su sadrzaji preostalih 10 ispitivanih lijekova kojima je istekao rok valjanosti bili u

rasponu od 70-90% od deklariranog (testni $tapi¢ je pokazivao linije razli¢itih intenziteta) (11).

U slucajevima gdje je koncentracija bila 70% od deklarirane, jasno se uocavala testna linija. U
slucajevima gdje je koncentracija bila od 80% do 100% deklarirane vrijednosti, testna linija je bila
vrlo svijetla ili skoro nevidljiva golim okom. Dobiveni rezultati bili su usporedivi s rezultatima
dobivenim HPLC metodom. Takoder, nakon S§to su na testni Stapi¢ aplicirane 10 puta vece
koncentracije lijeka, testne linije se nisu pojavile, ¢ime je metoda dodatno verificirana. Rezultati

testiranja komercijalnih lijekova prikazani su u Tablici 9.
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Tablica 9. Rezultati testiranja odabranih komercijalnih lijekova testnim Stapi¢em i usporedba s

rezultatima HPLC analize (preuzeto i prilagodeno prema literaturnom navodu 11)

_ _ Requtatl Ocekltla.m HPLC
Naziv . e . Broj . analize sadrzaj .
i, Proizvodad/Distributer . Regija . rezultati
lijeka serije testnim DHA (mg/mL)
Stapi¢em (mg/mL) g
Ridmal Nepoznat nepoznat | Afrika pozitivan 2 2,16+0,02
P-Alaxin Bliss GVS Pharma Ltd 1040 Afrika pozitivan 2 1,93+0,03
Darte-Q
The P f . .
Cap./Dtq ¢ ovyer of God nepoznat | Afrika pozitivan 2 2,03+0,01
International
Cap.
SQ130401 | Bamaw pozitivan 2 1,85+0,08
D-A Guilin Pharmaceutical Co. SQlGOlOl Afrika pOZitiVan 2 2,03i0,04
-Artepp . ’
Ltd, China SQ130801 | Singu negativan 2 1,73+0,05
SQ140102 | Moemauk | negativan 2 1,74+0,09
130635 Mandalay | negativan 2 1,49+0,01
141117 Shwebo negativan 2 1,76+0,04
Suo. Zhejiang Holley Nanhu 130421 Nepoznata | negativan 2 1,62+0,03
Cotecxin Pharmaceutical Co., Ltd., 13072010 | Nepoznata | pozitivan 2 1,89+0,02
China 140329 | Pha-Kant | negativan 2 1,76+0,02
130635 Moenyin | negativan 2 1,76+0,02
Nepoznata | Afrika pozitivan 2 2,03+0,04
DARPLEX | Runming Pharmaceutical |, Pathein | negativan 2 1,4420,01
Co., China

Iz svega navedenoga moze se zakljuciti da bi se opisana metoda u buducnosti mogla koristiti za
kvalitativnu i semikvantitativnu analizu lijekova koji u svom sastavu imaju dihidroartemisinin, a time i
za otkrivanje krivotvorenih antimalarika u endemskim podrucjima. Medutim, prije uvodenja u
redovitu upotrebu potrebne su dodatne provjere, primjerice provodenje studije stabilnosti navedenih
antimalarika u tropskim podrué¢jima i provjera moze li se sadrzaj dihidroartemisinina to¢no odrediti i u
prisustvu razgradnih produkata nastalih tijekom roka valjanosti. Takoder, s obzirom da derivati
artemisinina nisu topljivi u vodi, potrebno je provesti dodatna testiranja s otapalima koja bi se
potencijalno mogla koristiti za provedbu metode, a dostupnija su, jeftinija i ekoloski prihvatljivija od

prvotno predloZenog acetonitrila.
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4. RASPRAVA

Krivotvoreni lijekovi i lijekovi koji ne zadovoljavaju standarde kakvoce (eng. ,,substandard and

falsified medical products ©) ozbiljna su prijetnja za javno zdravlje i sigurnost ljudi.

Ne postoje precizni podaci o koli¢ini krivotvorenih lijekova na trzistu, ali procjenjuje se da oko 1%
ukupnoga prometa u razvijenim zemljama do vise od 10,5% u zemljama u razvoju, odnosno oko 10%

ukupnoga svjetskoga prometa lijekova otpada na krivotvorene lijekove (70).

S obzirom na kvalitetu krivotvorenih proizvoda, prema podacima SZO-a najveci broj krivotvorina
odnosi se na lijekove bez djelatne tvari (oko 30%), zatim slijede lijekovi s neodgovaraju¢im sadrzajem
djelatne tvari (oko 20%) i lijekovi koji sadrZze nedeklarirane sastojke (oko 20%), a ponekad ¢ak i
toksi¢ne tvari (10). Vrlo Cesto na trzistu se detektiraju i prepakirani lijekovi kojima je istekao rok

valjanosti ili lazno oznaceni proizvodi.

U razvijenim zemljama, u Europi, SAD-u, Australiji, Japanu, Kanadi itd., pojavnost krivotvorenih
lijekova unutar legalnog distribucijskog lanca nije ucestala, medutim, u zadnjih nekoliko godina sve
veéi problem predstavlja ilegalna prodaja lijekova preko interneta. Prema istrazivanjima SZO-a oko 50%
online kupljenih lijekova su krivotvorine. Preko interneta se naj¢es¢e kupuju lijekovi za poboljsanje
zivotnog stila. Kupnja preko interneta, osim §to je cjenovno povoljnija, pruza i odredenu privatnost,

osobito u slucaju kupovine lijekova za erektilnu disfunkciju (71).

U zemljama u razvoju, osobito u Africi, dijelovima Azije i Juzne Amerike, naj¢e$¢e se krivotvore
lijekovi za lijeCenje po zivot opasnih bolesti iz skupina antibiotika, onkoloskih i kardiovaskularnih
lijekova, antivirotika i antimalarika, kao i cjepiva, a udio krivotvorenih lijekova na tim trziStima krece

se u ovisnosti od podrudja u rasponu od 10 do 30% (70).

Antimalarici su skupina lijekova koja je osobito podlozna krivotvorenju. U razdoblju od 2013. do
2017. godine sukladno podacima sustava GSMS gotovo 20% prijava o krivotvorenju lijekova,

odnosno o pojavnosti lijekova nezadovoljavajuée kakvoce odnosilo se na antimalarike (1).
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Posljedice krivotvorenja lijekova po zdravlje ljudi vrlo su ozbiljne. Uporaba krivotvorenih lijekova i
lijekova nezadovoljavaju¢e kakvoée moze dovesti do izostanka terapijskog ucinka ili Stetnih
nuspojava, do stvaranja rezistencije na lijek, a u nekim slu¢ajevima moze uzrokovati i smrt.

U posljednje vrijeme Cesto dolazi do krivotvorenja antimalarika baziranih na kombiniranoj terapiji
artemisininom (ACT terapija), i to zbog razloga Sto je kombinirana terapija dvostruko skuplja u
odnosu na onu koja je bazirana samo na artemisininu. Prema procjenama SZO-a u subsaharskom
podrucju Afrike samo zbog uzimanja laznih lijekova protiv malarije godi$nje umire 72.000 do 267.000
osoba (14). Najnovije upozorenje SZO-a je da bi se broj umrlih od malarije u subsaharskoj Africi ove
godine (2020.) mogao ¢ak i udvostruciti jer ¢e zbog pandemije novog koronavirusa pristup kvalitetnim
i u¢inkovitim antimalaricima biti smanjen (72).

Krivotvoreni lijekovi i lijekovi nezadovoljavaju¢e kakvoce najcesée su rezultat djelovanja
organiziranog kriminala koji u svrhu nelegalnog stvaranja dobiti na trziste plasira lazne lijekove i
medicinske proizvode. Cimbenici koji omoguéavaju i olakSavaju krivotvorenje lijekova su
neodgovarajué¢i nadzor nad proizvodnjom, provjerom kakvoce i distribucijom lijekova, slabi tehnicki
uvjeti za provodenje dobre proizvodacke i distribucijske prakse te slaba educiranost i niski eticki
kodeks djelatnika u svim elementima sustava. Koriste¢i navedene slabosti sustava, kriminalne
organizacije Cesto koriste i javnozdravstvene kampanje i globalne programe financiranja koji se
provode s ciljem spreCavanja i suzbijanja neke bolesti, npr. malarije, na na¢in da umjesto lijekova ili
cjepiva Cije je koristenje promovirano od strane svjetskih i nacionalnih institucija, u distribucijski
lanac ubacuju krivotvorene lijekove. Kao posljedica ovakvog nelegalnog djelovanja, osim Stetnih
uCinaka na zdravlje ljudi i javnozdravstvene sustave, nastaje 1 financijska Steta za legalnog

proizvodaca i narusavanje njegovog ugleda zbog koriStenja njegovog imena za krivotvoreni lijek.

Prema izvjes¢u Ureda EU-a za intelektualno vlasnistvo (EUIPO) i Organizacije za gospodarsku
suradnju i razvoj (OECD) iz 2020. god. trgovanje krivotvorenim farmaceutskim proizvodima u svijetu
'teSko’ je gotovo 4 milijarde eura. Za potrebe ovog izvjeS¢a analizirani su podaci Sustava za biljeZenje

slucajeva krivotvorenja Instituta za sigurnost farmaceutskih proizvoda (PSI) te istrazivanja Svjetske

zdravstvene organizacije, kao i podaci o carinskim zapljenama za razdoblje od 2014. do 2016. (73)
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U cilju suzbijanja krivotvorenja lijekova Svjetska zdravstvena organizacija te brojne druge institucije
na medunarodnoj i regionalnoj razini (npr. Vije¢e Europe) kontinuirano rade na stvaranju okvira za
medunarodnu suradnju s ciljem prevencije, razvijanja nacina otkrivanja i koordiniranog djelovanja u
slucaju otkrivanja krivotvorenih lijekova. U tu borbu moraju biti ukljuceni svi dionici u procesu na
nacionalnim razinama, od nadleznih tijela za promet lijekovima i medicinskim proizvodima na
lokalnim razinama, do farmaceutske industrije, zdravstvenih djelatnika, udruga pacijenata i kompletne

javnosti.

Kako bi opée mjere i preventivni programi mogli biti uspjesni, jedna od specifi¢nih mjera je razvijanje
razli¢itih tehnologija za otkrivanje krivotvorenih lijekova. Za krivotvorene antimalarike nuzno je
pored standardnih razvijati i inovativne metode koje ¢e biti selektivne za pojedine djelatne tvari, koje
¢e biti u mogucénosti kvantificirati pojedine djelatne tvari u prisutnosti drugih tvari, a u isto vrijeme biti
brze, jednostavne za primjenu i jeftine. Naime, u podru¢jima u kojima je malarija endemicna, ¢esto ne
postoji moguénost primjene standardnih metoda zbog njihove kompleksnosti, nedovoljne
opremljenosti laboratorija, nedovoljne educiranosti osoblja i zbog toga §to je primjena takvih metoda

cjenovno neprihvatljiva.

Takoder, s obzirom da se posljednjih godina koriste sve sofisticiranije metode krivotvorenja, potrebno
je razvijati i sofisticirane tehnologije kojima se takve krivotvorine mogu otkriti, primjerice za

detekciju anomalija na pakiranjima koje se golim okom ne mogu primijetiti.

Kako bi se $to vise krivotvorenih lijekova na trziStu uspjelo detektirati, najvaznije je da su metode koje
se koriste na terenu visoko osjetljive. Visoka selektivnost takvih metoda nesto je manje bitna, iako ne i

nebitna (30).

Postoji veliki broj inovativnih metoda koje su ve¢ opisane u literaturi, a koje se temelje na razli¢itim
tehnikama, kao Sto su snimanje kamerama s LED izvorima, tankoslojna kromatografija, Ramanova
spektroskopija, NIR, MIR i HPLC tehnike, ELISA imunotestovi, kolorimetrija, refleksija, masena
spektrometrija, laserska apsorpcija i fluorescencija, refraktometrija, kapilarna elektroforeza, tehnike

bazirane na principu mikrofluida s luminiscentnom detekcijom i druge. Takve metode ¢esto ukljucuju
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korisStenje ru¢nih uredaja, testnih Stapi¢a ili jednostavnog laboratorijskog pribora te obicno ne

zahtijevaju obradu uzoraka ili je potrebna obrada minimalna.

Neke od ve¢ razvijenih metoda mogu se koristiti u evaluaciji abnormalnosti na pakiranjima (npr.
uredaji CD3), a neke se koriste prvenstveno za kvalitativnu analizu (npr. papirne kartonske kartice za
jednokratnu upotrebu te pojedini LFIA imunotestovi). Vrlo mali broj ve¢ razvijenih metoda moze se
koristiti za semikvantitativnu i kvantitativnu analizu (npr. neki LFIA imunotestovi, GPHF- Minilab,
PharmaChk, TruScan, SCiO i drugi). Metode kojima se vr$i kvantitativna analiza obi¢no zahtijevaju
destrukciju uzoraka, osim u slucaju koristenja uredaja koji se temelje na spektroskopskim metodama.
Medutim, uredaji koji se temelje na spektroskopskim metodama cCesto ne obraduju podatke na
automatizirani nacin, odnosno nemaju integrirano jednostavno intuitivno softversko sucelje, pa stoga
zahtijevaju odredenu razinu educiranosti o obradi podataka od strane operatera koji te metode provode.
Primjena takvih metoda takoder zahtijeva dodatne troskove i napore, buduéi da za usporedbu rezultata
analize suspektnih lijekova treba dodatno osigurati i autenti¢ne lijekove i provesti njihovu analizu.
Stoga bi u buduénosti bilo korisno razviti tzv. ,,spektralne knjiznice* za usporedbu spektara, koje bi
bile integrirane u uredaje. Medutim, takve ,,spektralne knjiznice™ bilo bi potrebno cesto obnavljati, s
obzirom da postoji mogucnost izmjene proizvodnog procesa kod pojedinog proizvodaca te bi formate
spektara trebalo standardizirati i omoguéiti da se mogu distribuirati izmedu razli¢itih vrsta uredaja.
Takoder, zbog utjecaja razlicitih djelatnih i pomo¢nih tvari na spektre, bilo bi potrebno izraditi spektar

za svaki pojedinacéni brend lijeka koji bi se kasnije ubacio u ,,spektralnu knjiznicu* (30).

Za sada u literaturi ne postoji puno inovativnih metoda kojima bi se analiziralo oslobadanje djelatne
tvari u lijeku, kao ni onih za odredivanje prisutnosti oneciS¢enja i za odredivanje sterilnosti.
Ukljucivanje testiranja tih parametara u osnovnu evaluaciju lijekova na terenu takoder bi bilo korisno

za detektiranje krivotvorenih lijekova, odnosno lijekova nezadovoljavajuce kakvoce (30).

Neke od inovativnih metoda u Sirokoj su upotrebi na trziStu, te za njih postoje brojni podaci o
provedenim istrazivanjima na terenu (pr. GPHF-Minilab), dok neke jo$ uvijek nisu prisutne na trzistu

(pr. LFIA imunotestovi) (30).
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Opcenito, za inovativne metode za otkrivanje krivotvorenih lijekova u literaturi nedostaju brojni
podaci, npr. ¢esto nije moguce pronaci podatke o provedbi neovisne evaluacije metode na terenu, a
osim toga metode se Cesto testiraju samo na ograni¢enom broju djelatnih tvari. Naime, pojedine
kemijske strukture tesko se mogu ili se uopée ne mogu identificirati i odrediti pojedinim
tehnologijama (npr. derivati artemisinina pokazuju jaku fluorescenciju, a slabo Ramanovo rasprsenje

pri 785 nm, $to otezava provodenje takvih analiza i obradu rezultata dobivenih tim analizama).

Nadalje, postoji vrlo malo podataka o provedbi testiranja kroz pakiranje bez unistavanja uzoraka. U
literaturi se takoder rijetko spominje Cinjenica da metode temeljene na Ramanovoj i IR spektroskopiji
nemaju mogucnost testiranja kroz kapsulu bez rastvaranje iste. Naime, u slucajevima gdje je koli¢ina
uzorka mala i u slucajevima gdje se uzorci koriste u istragama pravnih subjekata, vrlo je vazno testirati
uzorak kroz pakiranje. Vaznost testiranja kroz pakiranje, kojim bi se preliminarno mogli razdvojiti
potencijalno krivotvoreni od autenti¢nih lijekova u svim segmentima unutar distribucijskog lanca,
istaknuta je i od strane regulatornih tijela 10 ekonomski i geografski razliCitih drzava (iz Azije,
Amerike i Afrike) u studiji o provodenju tzv. screeninga lijekova na terenu (74). U literaturi obi¢no
nije detaljno obradeno kako pakirni materijal, npr. staklo i plastini materijali, utjeCu na to¢nost
rezultata dobivenih pojedinim inovativnim metodama, ukoliko je testiranje provedeno kroz pakiranje

(30).

Gotovo da i nema podataka o testiranju inovativnih metoda na tekué¢im i parenteralnim farmaceutskim
oblicima, kao ni na farmaceutskim oblicima za lokalnu primjenu. Takoder ne postoje studije kojima bi
se evaluirala mogucnost razlikovanja kiralnih enantiomera primjenom inovativnih metoda, kao ni

studije o utjecaju sredstva za oblaganje tableta na rezultate dobivene pojedinim metodama (30).

Cesto ne postoje ni informacije o omjeru uspjesnosti u otkrivanju krivotvorina i cjelokupnog trogka
metode, koji bi osim troskova provodenja i razvoja metode wuklju¢ivao i troSkove
odrzavanja/kalibriranja uredaja. U buducnosti bi bilo korisno provesti usporedbu omjera uspjesnosti u
otkrivanju krivotvorenih lijekova i troska razlicitih strategija borbe protiv krivotvorenja lijekova, npr.
razli¢itih javnozdravstvenih kampanja i opéenitih metoda za suzbijanje krivotvorenja s omjerom

uspjesnosti u otkrivanju krivotvorenih lijekova i troSka razvoja i provodenja inovativnih metoda (30).
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Nadalje, u literaturi nema dovoljno podataka o tome u kojem dijelu farmaceutskog lanca bi bilo
najbolje upotrijebiti koju metodu i na koji nacin, uzimajuci u obzir razli¢itu educiranost razli¢itih
dionika distribucijskog lanca, a nedostaju i studije kojima bi se evaluirali nacini provodenja edukacija

djelatnika koji provode te metode (30).

Za sada nema ni regulatornih smjernica koje bi opisivale na¢ine evaluacije performansi inovativnih
metoda za analizu krivotvorina i usporedbe njihovih znacajki. Potreba za takvim smjernicama
adresirana je u ¢lanku organizacije US Pharmacopoeial Convention (75), koja izdaje i Americku

farmakopeju.

U otkrivanju krivotvorenih lijekova preporuca se koriStenje kombinacije vise metoda, zbog toga Sto
jedna metoda nadopunjuje nedostatke druge i obrnuto. Cesto se npr. koristi kombinacija Ramanove
spektroskopije i IR spektroskopije za lijekove s malim sadrzajem djelatne tvari te kombinacija
spektroskopskih tehnika s tehnikama vizualnog prepoznavanja. Takoder, preporuca se da se prilikom
koriStenja inovativnih metoda za analizu istovremeno pametnim telefonima pregledavaju informacije o

lijeku, primjerice o pakiranju, seriji i roku valjanosti, upozorenjima s trzista i sli¢no (30).

Dvije inovativne metode, temeljene na Ramanovoj hiperspektralnoj analizi i ELISA imunotestovima,
koje su detaljno predstavljene u ovom radu, brze su, jednostavne i jeftine, te bi u buduénosti mogle biti
znaCajan alat u suzbijanju krivotvorenja lijekova, na nacin da se koriste samostalno ili u raznim
kombinacijama s drugim metodama. Medutim kao i druge gore spomenute metode, ove dvije metode
imaju svoje prednosti i nedostatke, te bi ih prije uvodenja u redovitu upotrebu trebalo dodatno
optimirati. Takoder, bilo bi nuzno provesti detaljniju evaluaciju performansi tih metoda usporedujuci
ih sa standardnim farmakopejskim metodama, ukljucujuéi evaluaciju provedbe tih metoda na terenu i

to od strane neovisnih evaluatora.

Radi svega navedenog, nuzno je i dalje razvijati u¢inkovite i pouzdane analiticke metode za otkrivanje
krivotvorenih lijekova te osigurati sve nuzne preduvjete za njihovo stavljanje u redovitu primjenu,
budu¢i da je dostupnost lijekova primjerene kakvoce, sigurnosti i djelotvornosti neophodna za

postizanje jednakosti zdravstvene zastite u cijelom svijetu.
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5. ZAKLJUCAK

Krivotvorenje lijekova i proizvodnja i prodaja lijekova koji ne zadovoljavaju propisane zahtjeve
kakvoce u posljednjih desetak godina postali su globalni problem, osobito prisutan u zemljama u

razvoju, ali i u razvijenim zemljama kroz online prodaju lijekova.

Uporaba krivotvorenih lijekova i lijekova nezadovoljavajuce kakvoce ima direktan utjecaj na zdravlje
ljudi na nacin da moze dovesti do izostanka terapijskog ucinka ili Stetnih ili nezeljenih nuspojava, do
stvaranja rezistencije na lijek, a u nekim sluajevima moZe uzrokovati i smrt. Krivotvoreni
antimalarici dodatno dovode do povecane transmisije bolesti, a time i do smanjene ucinkovitosti

globalne strategije borbe protiv te bolesti.

Kroz razne aktivnosti Svjetske zdravstvene organizacije i drugih institucija na globalnoj razini stvoren
je okvir za medunarodnu suradnju u suzbijanju krivotvorenja lijekova s ciljem prevencije, razvijanja

nacina otkrivanja i koordiniranog djelovanja u slucaju otkrivanja krivotvorenih lijekova.

Jedna od preporuc¢enih mjera je i razvoj novih tehnologija i inovativnih metoda za otkrivanje
krivotvorenih lijekova i lijekova nezadovoljavaju¢e kakvoce. Analiticke metode temeljene na
Ramanovim spektroskopskim tehnikama te na imunoenzimatskim tehnikama ve¢ su se pokazale
uspjes$nima u otkrivanju krivotvorenih antimalarika. Dvije inovativne analitiCke metode predstavljene
u ovom radu temeljene na navedenim tehnikama iskazuju niz prednosti u odnosu prema standardnim
analitickim metodama. Medutim, one jos uvijek nisu u redovnoj primjeni, buduci da je nuzno provesti
dodatne validacije u konkretnom kontekstu, no moguce je da ¢e u buduénosti postati znacajan alat u

borbi protiv krivotvorenja antimalarika.

Napredak tehnologije, olaksana komunikacija te u¢inkovita razmjena informacija i koordinacija na
globalnoj razini omogucavaju sve ucinkovitije otkrivanje krivotvorenih lijekova. Svaki otkriveni
slu¢aj pomaze u razumijevanju obrazaca potencijalnih rizi¢nih situacija, ¢ime se dodatno poboljsava

sposobnost svih dionika za aktivno sprecavanje, otkrivanje i reagiranje na te rizike.
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Ako nadlezna regulatorna tijela na nacionalnim razinama kroz odgovarajuce zakonske okvire
osiguraju ucinkovito djelovanje svih resursa, bit ¢e moguce sprijeciti rastucu plimu krivotvorenja
lijekova, povecati standarde kvalitete lijekova na globalnoj razini te osigurati da korisnici Sirom svijeta

imaju pristup kvalitetnim, sigurnim i uc¢inkovitim lijekovima.
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