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Kratak sadrzaj

U radu je ispitan uticaj korastvaraca (propilenglikola, PG) na micelizaciju katjonskog
surfaktanta, heksadeciltrimetilamonijum-bromida (cetiltrimetilamonijum-bromida, CTAB) u
vodenom rastvoru. Termodinamika micelizacije i agregaciono ponaSanje CTAB u smesi PG—
voda na razli¢itim temperaturama (od 298,2 K do 310,2 K) ispitivani su konduktometrijski.
Kriticna micelarna koncentracija (KMK) i stepen jonizacije micele (o) CTAB u smesi PG-voda
(20% (v/v)), na razli¢itim temperaturama (298,2 K, 306,2 K i 310,2 K) odredeni su merenjem
specificne provodljivosti. Primenom ravnoteznog modela za proces formiranja micela i iz
temperaturne zavisnosti KMK, izracunati su termodinamicki parametri (promena standardne
molarne Gibsove slobodne energije, (AGy,), entalpije (AH,,") i entropije (AS,")) micelizacije.
Vrednost AG,,’ je negativna na svakoj od ispitivanih temperatura; ove vrednosti se smanjuju po
apsolutnoj vrednosti sa poveéanjem temperature. Vrednosti AH,,’ i AS,,” su negativne na svakoj
od ispitivanih temperatura i drasticno se povecavaju po apsolutnoj vrednosti sa povecanjem
temperature u smesi PG-voda. Za proces micelizacije CTAB u smesSi PG—voda (20% (v/v)),
dobijen je tzv. entalpijsko-entropijski kompenzacioni efekat. Stavie, na osnovu
eksperimentalno dobijenih podataka moze se zakljuciti da je proces micelizacije u ispitivanom
sistemu sustinski sli¢an micelizaciji CTAB u vodi, i da prisustvo PG ima neznatan uticaj na
interakcije izmedu CTAB i vode.

Kljucéne reci:  cetiltrimetilamonijum-bromid, propilenglikol,
kriti¢éna micelarna koncentracija, termodinamika micelizacije,
entalpijsko-entropijska kompenzacija

*Adresa za korespondenciju: nata@pharmacy.bg.ac.rs
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Uvod

Surfaktanti ili povriinski aktivne materije (PAM)' su hemijska jedinjenja
specifiéne hemijske strukture; monomeri PAM se sastoje iz dva dela: polarnog’
(,.glava” molekula ili hidrofilni deo) i nepolarnog® (,rep” molekula ili hidrofobni
(lipofilni) deo) dela, tako da jedan od ova dva dela molekula uvek ima afinitet prema
molekulima odredenog rastvaraca (polarnog ili nepolarnog)®. Udeo i priroda polarnih i
nepolarnih grupa u molekulu moZe da varira u vrlo Sirokom opsegu i da uti¢e na
razliGite osobine rastvora surfaktanta’. Na osnovu prirode hidrofilne grupe, surfaktanti
se svrstavaju u tri osnovne grupe: jonski (anjonski i katjonski), amfoterni i nejonski
[1,2]. U ovom radu je ispitan katjonski surfaktant heksadeciltrimetilamonijum-bromid
(u daljem tekstu, cetiltrimetilamonijum-bromid (CTAB)) (Slika 1.) koji disosuje u vodi
daju¢i pozitivno naelektrisani jon surfaktanta 1 negativno naelektrisani kontrajon
(bromid). Ovaj surfaktant se uglavnom koristi kao antiseptik, sredstvo za solubilizaciju
lekovitih supstancija, kod elektroforeze proteina (za ekstrakciju DNA), u proizvodima
za negu kose, itd.

CHs
|
H3C—MN*—CHs

HEE/\/WW\/\)

Slika 1. Hemijska struktura cetiltrimetilamonijum-bromida
Figure 1. Chemical structure of cetyltrimethyl ammonium bromide

Zahvaljuju¢i amfifilnim osobinama, monomeri PAM u razli¢itim rastvaracima
pokazuju manje ili viSe izrazenu tendenciju da se spontano nagomilavaju na grani¢nim
povrSinama faza, smanjujuci povrSinski napon rastvora.

" Na angloameri¢kom govornom podrudju za PAM se kaze da je "surface active agent” ili skraéeno
"surfactant”, na francuskom "agent de surface” i nemackom "waschaktive substanzen". Internacionalni komitet za
PAM je 1960. godine doneo odluku da se za PAM usvoji internacionalni naziv "tenzid".

% Polarna grupa molekula sadrZi heteroatom (O, S, P ili N) odredene funkcionalne grupe (alkoholne, tiol,
etarske, estarske, sulfatne, sulfonatne, fosfatne, amino, amido, itd.).

3 Nepolarna grupa je dugagki ugljovodoniéni lanac alkil ili alkilbenzenskog tipa.

* Zbog toga se ova jedinjenja Eesto nazivaju amfifili.

> Mogu se koristiti kao detergenti, emulgatori, sredstva za kvasenje, za penjenje, itd.
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Osim toga, molekuli PAM u vodenom rastvoru pri odredenim uslovima pokazuju
izrazitu teznju ka asociranju i obrazovanju agregata molekula koje se zovu micele’.

Koncentracija monomera koja je neophodna za formiranje micele naziva se
kritiéna micelarna koncentracija (KMK). Da 1i ¢e do¢i do formiranja micela, ili ne, i
kolika je koncentracija monomera PAM potrebna za obrazovanje micela zavisi od
delikatnog balansa sila koje pospesuju micelizaciju (hidrofobni efekat) i onih koje se
suprotstavljaju micelizaciji (sterne i elektrostaticke interakcije).

U vodenoj sredini, molekuli PAM u micelama, orijentisani su tako da se polarni
delovi nalaze u vodi, dok su nepolarni istisnuti u unutrasnjost micele. Hidrofobni delovi
molekula u unutra$njosti micele medusobno se povezuju hidrofobnim (disperznim)
silama, odnosno ,,pakuju” na mala rastojanja sa ciljem minimiziranja kontakta sa
molekulima vode; polarne grupe, usled elektrostatiCkog odbijanja, kao i njihove
solvatacije (hidratacije), nalaze se na odredenom rastojanju koje zavisi od odnosa ova
dva efekta.

Rastvara¢ ima kljuénu ulogu u procesu micelizacije nekog surfaktanta [2];
ispitivanja povrsinskih i termodinamickih osobina surfaktanata u prisustvu korastvaraca
(polarni organski rastvarac ili smeSa rastvaraca) pokazuju da se povrSinske i micelarne
osobine surfaktanata modifikuju u prisustvu ovih korastvaraca usled njihove specifi¢ne
interakcije sa njithovim molekulima, kao i zbog promene prirode rastvaraca [5,6].
Ispitivanja uticaja korastvaraca na agregaciju i fiziCkohemijske osobine surfaktanata
imaju veliki znacaj, kako u fundamentalnim, tako 1 u primenjenim naucnim
istrazivanjima [7], s obzirom na znacajne tehni¢ke primene surfaktanata u nevodenim
sredinama (npr. kao lubrikanata ili sredstava za ¢iS¢enje). Najcesée su ispitivani izrazito
polarni organski rastvara¢i (formamid, etilenglikol i glicerol), jer su po osobinama
tendenciju ka gradenju vodoni¢nih veza). NajceS¢e primenjena metodologija ispitivanja
procesa micelizacije razli¢itih surfaktanata u smeSama vode 1 organskih rastvaraca [5—
14], zasniva se na postepenoj zameni vode ispitivanim polarnim rastvaratem
(korastvaracem), §to omogucava jednostavnu karakterizaciju ispitivanog sistema
(odredivanje strukturnih osobina agregata formiranih u ovim sredinama kao i
utvrdivanje osobina koje treba da ima rastvara¢ da bi se formirali agregati monomera
PAM). Sa druge strane, s obzirom na to da micelarne osobine surfaktanta zavise od
temperature, iz termodinamickih ispitivanja procesa micelizacije, dobija se veliki broj

% Micele su relativno male, sferne strukture u kojima je najée$ée agregirano 20—100 molekula
PAM, a disperzija ovih agregata u vodenom rastvoru naziva se micelarni rastvor [3,4]. Do agregacije
monomera PAM moze do¢i i u nevodenoj sredini (razli¢itim organskim rastvara¢ima). Micele formirane
u nevodenim sredinama nazivaju se obrnute, ili reverzne micele [3,4].
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informacija o jacini i prirodi rastvara¢—surfaktant, kao i rastvara¢—rastvarac interakcija.
Takode, na ovaj nacin ispituje se 1 tzv. solvofobni efekat [5,15] koji je suprotan od
hidrofobnog efekta.

Micelarne osobine i termodinamicki parametri micelizacije CTAB su ispitivane,
kako u vodenoj sredini [12, 16-18], tako i u smeSama vode i razli¢itih organskih
rastvarata, kao S§to su N-metilacetamid, N-metilpropionamid, dimetilsulfoksid,
formamid, N'-formamid N,N'-dimetilformamid [5, 16], etanol [11] i etilenglikol [11].

Ispitivanje uticaja razli¢itth glikola na agregacione 1 micelarne osobine
surfaktanata je vrlo znacajno, s obzirom na to da ovi organski rastvaraci imaju vrlo
Siroku primenu u razli¢itim proizvodima (farmaceutskim, kozmetickim i sredstvima za
licnu higijenu, hrani, itd.), pri ¢emu vecina od njih sadrzi i surfaktante. Efekat razlicitih
glikola na termodinamiku 1 micelarne osobine tetradeciltrimetilamonijum-bromida
ispitan je u radu [9]. Sa druge strane, do sada nije ispitan uticaj PG na proces
micelizacija CTAB. U ovom radu ispitane su agregacione 1 micelarne osobine CTAB u
binarnoj smesi PG i vode (20% (v/v)) na razli¢itim temperaturama. Kriti¢na micelarna
koncentracija (KMK) i stepen jonizacije micele (o) odredeni su konduktometrijski,
merenjem specificne provodljivosti. Primenom ravnoteznog modela za proces
micelizacije 1 iz zavisnosti KMK od temperature (298,2 K, 306,2 K i 310,2 K) odredeni
su termodinamicki parametri (AGy’, AH, i AS,’) micelizacije. Pored ovoga, odredeni
su KMK, a, AGmO, AHmO 1 ASmO micelizacije CTAB u vodi zbog poredenja rezultata i
tumacenja procesa micelizacije CTAB u ispitivanoj binarnoj smesi. Na osnovu
literaturnih podataka [12,16,18,19-22], vrednosti KMK CTAB u vodi na T = 298,2 K
dobijene razli¢itim instrumentalnim metodama, nalaze se u granicama od 0,60 mmol L
do 1,15 mmol L. U ovom radu, dobijena vrednost KMK CTAB u vodi i na istoj
temperaturi iznosi 0,89 mmol L™ i nalazi se u opsegu nadenih vrednosti KMK; razlike u
pojedinac¢nim vrednostima KMK uslovljene su razlikama u eksperimentalnim uslovima
merenja, s obzirom na to da ovi uslovi (temperatura, prisustvo jakog elektrolita, osobine
supstancije koja se koristi kod indirektnih metoda odredivanja KMK, itd.) uti¢u na
dobijene vrednosti KMK.

Eksperimentalni deo

Specificna provodljivost surfaktanta merena je digitalnim konduktometrom
HI8820N (Hanna instruments, Portugal) sa taénos¢u * 0,5 % na tri razliCite temperature
(298,2 K, 306,2 K i 310,2 K) koje su kontrolisane pomocu termostata (Series US,
MLW, Freital, Germany) sa tacnos¢u = 0,1 °C.

Eksperimenti su izvodeni u staklenoj posudi sa dvostrukim zidom (Methrom EA
876-20) koja je zatvorena poklopcem sa otvorima kroz koje se, uvek na isto mesto,
postavljaju termometar 1 konduktometrijska Celija. Pre merenja specificne
provodljivosti, rastvori CTAB odredene koncentracije se termostatiraju (20 min) uz
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mesanje (r = 300 obr. min ). Za svaki od ispitivanih rastvora HTAB merenja specifi¢ne
provodljivosti su ponovljena po tri puta.

Reagensi: Cetiltrimetilamonijum-bromid (Merk, Germany) i 1, 2 - propilenglikol
(Carlo Erba, Italy), p.a. Cistoce. Za pravljene rastvora CTAB u 20% (v/v) PG koris¢ena
je dejonizovana voda specificne otpornosti, p = 18 MQ cm (Milli-Q, Millipore,
Bedford, MA, USA).

Rastvori CTAB su pravljeni na slede¢i nacin: izmerenu masu CTAB kvantitivno
preneti u laboratorijsku ¢asu u kojoj se nalazi 90 mL PG (20% (v/v)) i lagano meSati
staklenim Stapi¢em da ne bi doslo do formiranja pene. Nakon toga, rastvor CTAB
preneti u odmerni sud od 100 mL 1 dopuniti do oznake propilenglikolom (20% (v/v)).

Rezultati i diskusija

Kriti¢na micelarna koncentracija CTAB u smesi PG 1 vode (20 % (v/v)) pri datim
eksperimentalnim uslovima, odredena je konduktometrijski, merenjem specifi¢ne
provodljivosti (k) CTAB odredene koncentracije (c) i konstruisanjem grafika k = f{(c).
Dobijena graficka zavisnost je kriva koja se sastoji iz dva segmenta (predmicelarnog i
postmicelarnog). Zavisnost specificne provodljivosti od ukupne koncentracije CTAB
koja pripada ovim segmentima je linearna; tatka u kojoj se dobijene prave seku,
odreduje KMK. Dobijene prave imaju nagibe S; (predmicelarna oblast) 1 S,
(postmicelarna oblast); odnos nagiba pravih k = f(c) dobijenih u postmicelarnom (iznad
KMK) i predmicelarnom (ispod KMK) segmentu, odreduje stepen jonizacije micele (o).
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Slika 2. Zavisnost specifi¢ne provodljivosti (i) od ukupne koncentracije CTAB (c) u
smesi PG—voda (20 % (v/v)) na temperaturama: 298,2 K (a), 306,2 (b) i 310,2 (¢).

Figure 2. Plots of specific condyctivity (k) versus total concentration of CTAB (c) in
PG-water mixture (20 % (v/v)) at different temperatures: 298.2 K (a), 306.2 (b) i
310.2 (¢).
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Zavisnost specificne provodljivosti od koncentracije CTAB na temperaturama
298,2 K, 306,2 K 1 310,2 K, prikazane su na Slici 2. Dobijene KMK, nagibi pravih u
predmicelarnom i postmicelarnom delu krive k = f(c), kao i stepen jonizacije (o), dati
su u Tabeli I. Dobijene vrednosti KMK CTAB u vodi (Tabela I), kao i o su u
saglasnosti sa ranije objavljenim rezultatima [12,16,18]. Za ispitivani surfaktant u smesi
PG—voda, na svakoj od ispitivanih temperatura, KMK i o su ve¢e od vrednosti ovih
veli¢ina dobijenih u vodi. Fenomenoloski, dobijeni rezultati se slazu sa onima koji su
dobijeni ispitivanjem nekih surfaktanata u vodi i u smesi korastvarat—voda [6,11,14] i
mogu se objasniti uticajem polarnosti rastvaraca na proces micelizacije, odnosno
uticajem dielektri¢ne konstante rastvaraca na hidrofobne i elektrostaticke interakcije od
kojih micelizacija klju¢no zavisi. Kako PG na temperaturi 298,2 K ima dielektricnu
konstantu, ¢, 30,2 [23], a voda 78,5, dodatak ovog korastvara¢a u vodeni micelarni
rastvor dovodi do smanjenja dielektricne konstante u balk fazi ispitivanog micelarnog
rastvora. Smanjenje dielektricne konstante (odnosno polarnosti) dovodi do povecanja
elektrostatickih sila odbijanja izmedu polarnih grupa CTAB na povrSini micele i
smanjenja hidrofobnih interakcija ugljovodoni¢nih lanaca u unutrasnjosti micele. Zbog
ovoga, KMK CTAB u smesi PG—voda je ve¢a od KMK CTAB u vodi.

Za CTAB u smesi PG-voda sa povecanjem temperature, KMK i a se povecavaju
(Tabela I). Generalno, efekat temperature na KMK moZe se objasniti uticajem
temperature na stepen hidratacije hidrofilnih grupa, koji sa poveéanjem temperature
opada, Sto pospeSuje micelizaciju; drugi, suprotni efekat (koji se suprotstavlja
micelizaciji) je razrusavanje strukture vode oko hidrofobnih grupa surfaktanta, koji se
javlja na viSim temperaturama. Na osnovu dobijenih rezultata (Tabela I) moze se
zakljuciti da je u ispitivanom temperaturnom opsegu, drugi efekat dominantniji.

Tabelal Kriti¢na micelarna koncentracija (KMK), nagibi pravih u predmicelarnom (S,) i
postmicelarnom (S,) segmentu i stepen jonizacije (o) micela CTAB u vodi i smeSi
propilenglikol-voda (20% (v/v)) na razli¢itim temperaturama

Table I Critical micellar concentrations (CMC), slopes of lines in both premicellar (S;) and
posmicellar (S,) region and micellar ionization degrees CTAB in water as well as in
mixture propylen glycol-water (20% (v/v)) at different temperatures

Propilenglikol T KMK s s, o
(% (VIV)) (K) (mmol L")  (uSdm?mol™”)  (uS dm? mol™)
0 298,2 0,89 1008, 1 368,6 0,34
306,2 0,97 1180,0 330,0 0,39
310,2 1,00 117,3 490,0 0,41
298,2 1,28 60,7 24,0 0,40
20 306,2 1,48 68,8 35,0 0,51
310,2 1,54 74,1 442 0,60
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Termodinamika micelizacije

Primenom ravnoteZnog modela za proces micelizacije [24] 1 na osnovu dobijene
zavisnosti KMK od temperature, izraunati su termodinamicki parametri micelizacije
CTAB u smesi PG—voda.

Promena standardne Gibsove energije za proces formiranja micele po molu
surfaktanta, AG"y, data je izrazom [25]":

AG’ =(2—a)RT In X, (1)

gde je: o — stepen jonizacije micele, R — univerzalna gasna konstanta, 7 —
apsolutna temperatura i Xxyx — kritiéna micelarna koncentracija izrazena u molskom
8
udelu®.

. . ve 9 . . . . . .
Iz Gibs-Helmholcove jednaine” i diferenciranjem izraza (1) po temperaturi,
dobija se izraz za izraCunavanje promene standardne entalpije micelizacije:

olnX
AH, =-R Tﬁ(%a)(%),a

X (Z—‘;‘u @)

Promena standardne entalpije micelizacije moZe se izraCunati iz izraza (2) ukoliko
se konstruisu grafici zavisnosti /nXxyx = f (T) (slika 3.), kao 1 @ =f(T) (Slika 4.) i nadu

olnX . O« : mitivani
aTKMK ), 1 (=),, na svakoj od ispitivanih

nagibi dobijenih zavisnosti, ( o

temperatura.

Dobijene zavisnosti, InXxyx = f (T) 1 @ = f (T) su polinomijalne (Slike 3. 1 4.), tj.
dobijene jednacine su polinomi drugog stepena, sa korelacionim koeficijentom, 1= 1
u oba slucaja.

7 Izraz (1) se moze primeniti kada je agregacioni broj veliki (n > 50); u drugim sluGajevima se ovaj izraz
moze primeniti kao aproksimativni.

5 . ) | KMK . . . .
Kada je KMK < 102 mol L', X kMg =, gde je @ — broj molova vode po litru, na datoj
w
temperaturi i iznosi 55,4 (na T = 298,2 K).
L ~eagiT), AR
Gibs-Helmholcova jednacina: ( )p =
oT T
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Slika 3. Zavisnost InXyyx CTAB u smeSi PG—voda od temperature
Figure 3. Plot of InXy)x CTAB in mixture PG—water versus temperature
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Slika 4. Zavisnost stepena jonizacije, o od temperature
Figure 4. Plot of degree of ionization, o versus temperature

Promena standardne entropije micelizacije, AS’,,, izradunava se iz izraza:

0 A0
As? = AL - AG? 3
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Uticaj ispitivanog korastvaraca na proces micelizacije CTAB mozZe se analizirati i
preko tzv. slobodne energije transfera, AG’r koja je data izrazom [24]:

AG; = (AGI(; )PG—HZO - (AG:; )HZO 4)
gde su (AG)),._ wo 1 (AG)) w0 Ppromene standardne Gibsove energije
micelizacije CTAB u smesi PG—voda i CTAB u vodi.

Termodinami¢ki parametri micelizacije CTAB u vodi i u smes$i PG-voda, AG),
AH?, AS° i AG)na razli¢itim temperaturama (298,2 K, 306,2 K i 310,2 K), dobijenih
iz izraza (1)—(4), dati su u Tabeli II. Zavisnost ovih termodinamickih parametara od
temperature prikazana je na Slici 5.

Tabela I Termodinamicki parametri micelizacije CTAB u vodi i smesi propilenglikol-voda (20%
(v/v)) na razli¢itim temperaturama

Table I Thermodynamic parameters of micellization of CTAB in water and mixture propylen
glycol-water (20% (v/v)) at different temperatures

Rastvarac 298,2 K 306,2 K 310,2 K
AG’,, (kJ mol™)
voda —454 — 44,96 — 4478
20% (vIv) PG —4170 — 39,21 - 37,26
AH’,, (kJ mol™)
voda — 7,46 -13,80 -17,25
20% (viv) PG — 87,61 - 162,81 — 204,02
AS%, (kd mol™ K™)
voda 0,13 0,10 0,09
20% (viv) PG -0,15 - 0,40 -0,54
TAS’,, (kJ mol™)
Voda 37,94 31,16 27,50
20% (v/v) PG — 45,93 - 123,60 — 166,71
AG’;(kJ mol™)
20% (viv) PG 3,70 5,75 7,52
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Slika 5. Zavisnost termodinamickih parametara micelizacije
(AGE R AHO ~TAS! i AGO) od temperature

Figure S. Dependence of thermodynamic paremeters of micellization
(AG,?I R TAS0 and AG ) on temperature

m?

Vrednosti AG, CTAB su negativne na svakoj od ispitivanih temperatura (proces
micelizacije je spontan) i sa porastom temperature se smanjuju po apsolutnoj vrednosti
(Tabela II). Vrednosti AH, i AS, su negativne na svakoj od ispitivanih temperatura
(proces micelizacije je egzoterman) i izrazito zavise od temperature (Tabela II). Kako
AH! i AS) imaju isti znak, spontanost procesa micelizacije, odnosno vrednosti AG.,
zavise od relativnog odnosa entalpijskog i entripijskog ¢lana (Gibs-Helmholcova
jednacina). Na datoj temperaturi, udeo entropijskog ¢lana u entalpijskom (—2 AH %) iZznosi:
1,9 (298,2 K), 1,3 (306,2 K) i 1,2 (310,2 K). Na svakoj od ispitivanih é:rﬁperatura
entalpijski doprinos je vec¢i od entropijskog, ali se on smanjuje sa povecanjem
temperature, tako da je micelizacija CTAB u smeSi PG—voda termodinamicki
najpovoljnija na nizim temperaturama.

U procesu micelizacije razliCitih surfaktanata, dobija se tzv. entalpijsko-
entropijska kompenzacija [26]; ovaj efekat se manifestuje kao linearna zavisnost AH
od AS?. Dobijeni kompenzacioni grafik je prikazan na Slici 6; kompenzaciona prava
ima jedna¢inu, AH. =-40,68+303,5xAS (" = 0,9999). S obzirom na to da je nagib
dobijene prave (303,5 K) skoro identi¢an nagibu (294,7 K) koji je dobijen za proces
micelizacije HTAB u vodi, moze se zakljuciti da PG ima neznatan uticaj na interakcije
CTAB 1 vode, tj. da je proces micelizacije CTAB u smesi PG—voda sustinski sli¢an
micelizaciji CTAB u vodi, iako je prisutan PG. Slicno ponaSanje je dobijeno za
tetradeciltrimetilamonijum-bromid u smesi etilenglikol-voda (20 mas%) [11].
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Slika 6. Entalpijsko-entropijski kompenzacioni grafik
Figure 6. Enthalpy-entropy compenzation plot

Efekat korastvaraca na proces micelizacije se moZe analizirati 1 preko tzv.
slobodne energije transfera, AG). Dobijene vrednosti AG,, su pozitivne na svakoj od
ispitivanih temperatura 1 sa povecanjem temperature ove vrednosti se povecavaju
(Tabela II). Na osnovu dobijenih rezultata mozemo zakljuiti da u prisustvu
korastvarac¢a (PG) dolazi do povecanja interakcija izmedu hidrofobnih delova
(ugljovodonié¢nih lanaca) surfaktata i PG, tj. do povecanja rastvorljivosti CTAB u smesi
PG-voda. Takode, u prisustvu PG, dolazi do povecanja interakcije izmedu polarnih
delova CTAB i vode. Kao rezultat svega ovoga, dolazi do smanjenja hidrofobnih
interakcija tj. smanjenja disperznih sila izmedu ugljovodoni¢nih lanaca CTAB u
unutrasnjosti micele $§to dovodi do povec¢anja KMK (Tabela I). Sliéno ponasanje je
dobijeno za tetradeciltrimetilamonijum-bromid u smeSama etanolvoda i etilenglikolvoda

[11].

Zakljucak

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti sledeci zakljucci:

a) Vrednosti KMK CTAB u smesi korastvara¢ (PG) i voda (20% (v/v)) i a, su
vece od ovih vrednosti dobijenih u sistemu CTAB i voda, $to znaci da je
agregacioni proces CTAB u smesi PG-voda manje favorizovan u odnosu na
ovaj proces u Cistoj vodi.

b) Proces micelizacija CTAB u smesi PG-voda je spontan (AG. < 0) i
egzoterman (AH < 0), na svakoj od ispitivanih temperatura.

c¢) Vrednosti KMK CTAB u smesi PG—voda i a, povecavaju se sa porastom
temperature. U €istoj vodi, na proces micelizacije dominantno uti¢e entropijski
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¢lan u Gibs-Helholcovoj jednacini. U smesi PG—voda, proces micelizacije
zavisi od oba ¢lana (entropijskog 1 entalpijskog), ¢iji udeli zavise od
temperature.

d) Micelizacija CTAB u smesi PG—voda termodinamicki je povoljnija na nizim
temperaturama.

e) Proces micelizacije CTAB u smesi PG—voda, sustinski je slican micelizaciji

CTAB u vodi, a prisustvo PG ima neznatan uticaj na interakcije izmedu CTAB
1 vode.

f) Prisustvo PG dovodi do povecanja interakcija izmedu hidrofobnih delova
CTAB i PG, tj. do povecanja rastvorljivosti CTAB u smesi PG i vode, kao i
povecanja interakcije izmedu polarnih delova CTAB i vode. Zbog svega ovoga
dolazi do smanjenja hidrofobnih interakcija, §to ima za posledicu povecanje
KMK CTAB u smesi PG-voda.
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Thermodynamics of micellization of
hexadecyltrimethylammonium bromide in
propylen glycol-water binary mixture

Natasa Peji¢, Aleksandra JanoSevi¢, Jelica Rogié¢, Nikola Paunovi¢

University of Belgrade - Faculty of Pharmacy,
Vojvode Stepe 450, 11221 Belgrade, Serbia

Sumary

The effect of cosolvent (propylen glycol, PG) on micellization of an cationic surfactant,
hexadecyltrimethylammonium bromide (hereinafter cetylecyltrimethylammonium bromide,
CTAB) in aqueous solution was studied. The thermodynamic of micellization and the
aggregation behaviour of CTAB in PG—water mixture at different temperatures (from 298.2 K
to 310.2 K) have been studied conductometrically. The conductivity data were used to
determine the critical micellar concentration (CMC) and degree of micellar ionization (o) of
CTAB in PG—water (20% v/v) binary mixtures at different temperatures (298.2 K, 306.2 K and
310.2 K). The equilibrium model of micelle formation was applied to obtain the
thermodynamics parameters (the standard molar Gibs free energy (AG,,’), enthalpy (AH,,) and
entropy (AS.’)) of micellization. Those parameters were determined using temperature
dependance of CMC. Value of AG,," was found to be negative at all temperatures and becomes
less negative as the temperature increases. Values of AH,,” and AS,,’ were found to be negative
in all cases, and increase dramaticaly with temperature in 20 % (v/v) PG. An entalpy-entropy
compenzation effect was observed. Moreover, based on experimental data, it can be concluded
that the micellization process in the examined system is substantially similar to the CTAB
micellization in water, and the presence of PG has a negligible effect on the CTAB—water
interactions.

Key words: cetylltrimethyl ammonium bromide, propylen glycol,
critical micellar concentration, thermodynamic of micellyzation,
enthalpy-entropy compenzation
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Kratak sadrzaj

Najées¢e zapazeni efekti sistemskog trovanja herbicidom dikvatom (DK) na centralni
nervni sistem (CNS) su opsta depresija i letargija. Opste je prihvaceno da se toksi¢nost DK
ostvaruje posredstvom povecanog stvaranja superoksid anjon radikala (O, tokom njegovog
red-oks metabolizma, u prisustvu molekularnog kiseonika, koji dalje inicira lan¢anu reakciju
radikalskog tipa i razvoj oksidativnog stresa (OS). Do danas mehanizmi neurotoksi¢nog efekta
DK nisu u potpunosti poznati.

Cilj ove studije je bio da ispitamo da li OS posreduje u neurotoksi¢nosti indukovanoj DK.
Eksperiment je sproveden na muZzjacima Wistar pacova, intrastrijatalno tretiranih (i.s.) DK.
Parametri oksidativnog statusa, kao $to su: superoksid anjon radikal (O,*"), nitrati (NO;), kao
finalni metaboliti reaktivnih vrsta azota; malondialdehid (MDA), indikator lipidne
peroksidacije; aktivnost enzima; superoksid dizmutaze (SOD) i glutation peroksidaze (GPx);
i glutation (GSH) mereni su u hipokampusu, 30 minuta, 24 sati i 7 dana posle tretmana.

Stopa smrtnosti od 30 do 40 % ustanovljena je u grupi pacova tretiranih DK, tokom 2-3
sata od budenja iz anestezije. Dodatno, pacovi ove grupe su pokazali neuroloske simptome
letargije. Znacajno povecana lipidna peroksidacija pokazuju da OS posreduje u neurotoksi¢nom
odgovoru indukovanom i.s. primenom DK.

Kljucéne rec¢i:  dikvat, neurotoksicnost, oksidativni stres, hipokampus
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Skracenice: DK, dikvat; i.s., intrastrijatalno; i.p., intraperitonealno; LPO, lipidna
peroksidacija; O, molekularni kiseonik; MDA, malondialdehid; NADPH, nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat; NO, azotni oksidi; NOj;~, nitrati; NS, nitrozativni stres;
0,*", superoksidni anjon radikal; OS, oksidativni stres; PK, parakvat; SOD,
superoksidna dizmutaza; RAV, reaktivne azotove vrste; RKV, reaktivne kiseoni¢ne
vrste.

Dikvat (DK) (1,1'-etilen-2,2'-dipiridin) spada u grupu kontaktnih herbicida sa
neselektivnim, ali brzim delovanjem (desikanat i1 regulator rasta biljaka) (1). Sa
ekoloskog aspekta, DK se smatra pogodnim herbicidom zbog brze bio- i foto-
degradacije (2, 3). Maksimalna dozvoljena koncentracija (MDK) u vazduhu za DK
iznosi 0,5 mg/m’, §to odgovara dozi od 0,07 mg/kg dnevnog unosa. Oralna smrtna doza
za 50 % eksperimentalnih Zivotinja (LDso) za DQ iznosi: 120 mg/kg za pacove, 233
mg/kg za miSeve, 188 mg/kg za zeceve, 187 mg/kg za zamorce i pse. Dikvat moze da se
unese u organizam oralnim putem, inhalacijom 1 preko koze. Trovanja su najcesce
samoubilacka, a mogu biti 1 profesionalna ili slucajna (1, 5, 6). Kod sistemskog trovanja
DK dolazi do osSte¢enja gastrointestinalnog trakta, bubrega 1 jetre, a klju¢ni poremeca;j
predstavlja poremecen metabolizam vode i stanje dehidratacije; pri ve¢im dozama DK,
opisani su 1 neuroloSki poremecaji kao Sto su tremor i konvulzije. PatofizioloSki
mehanizam promena u centralnom nervnom sistemu (CNS) nije razjasnjen, mada se zna
da DK prolazi krvno-mozdanu barijeru (7).

Dikvat podleZze redukciji u mitohondrijskoj 1 mikrozomskoj frakciji ¢elija jetre,
pluéa i bubrega. U jetri se DK metaboliSe do netoksi¢nog metabolita dikvat-
monopiridona (6',7',-dihidro-4-okso-[1,2-a":2',1'-c] pirazinijum jon) (8). Postoji vise
potvrda da je sistemska toksi¢nost DK posredovana povecanim stvaranjem slobodnih
radikala (9, 10). Poznato je da se tokom oksidativnog stresa (OS) trose reduktivne
¢elijske rezerve nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NAD(P)H) i glutation (GSH),
tako je u proksimalnim tubulima bubrega pokazano da DK smanjuje odnos
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NAD(P)H/NAD(P)". Dodatno, DK uti¢e na poveéano oslobadanje gvozda iz feritina,
Sto doprinosi stvaranju hidroksilnih radikala (HO®), posredstvom Fentonove reakcije
(11). Dikvat je u prometu u formi di-katjona (DK*"). Pod dejstvom citohroma P450
reduktaze DK*" se redukuje do bipiridil monokatjon radikala (DK™), koji se dalje, u
reakciji sa O, oksidise nazad do DK*, a O, redukuje do superoksid anjon radikala
(02*) (12). U poredenju sa parakvatom (PK) (Siroko primenjen herbicid, dipiridinski
analog DK), DK je snaZniji oksidans, bazirano na njihovim redoks potencijalima
(EO '= - 349 mV za DK i1 EO' = - 446 mV za PK) (13). Studije Fussella i saradnika
(2011) na rekombinantnoj humanoj NADPH-citohrom P450 reduktazi su pokazale da je
DK 10-40 puta efikasniji u stvaranju ROS od PK i da je oko 10 puta potentniji u
stvaranju H,O, (koriste¢i mikrozome jetre pacova) (12). Povecano stvaranje O,°", kroz
redoks metabolizam DK, pokrece lanac lanCanih reakcija. Posredstvom superoksid
dizmutaze (SOD), O,* se spontano i brzo prevodi u H,O; i O, (~10° M 's™' pri
pH 7,0). Poznato je da je H,O, jedan od izvora HO®, najsnaznijeg pokretaa
oksidativnih oStec¢enja svih klasa biomolekula, ukljucujuéi lipide tj. inicira lipidnu
peroksidaciju (LPO) ¢elijskih membrana i nastanak citotoksi¢nih efekata (14). Masivan
utrosak O, tokom intezivnog redoks metabolizma DK, prouzrokuje anoksiju tkiva, koja
u CNS rezultira letargijom (15).

Mozdano tkivo je posebno podlozno oksidativnim oSte¢enjima (16, 17). Brojne
druge mozdane strukture na razliite faktore oSteCenja (otrovi, ishemija, starenje,
neurodegenerativni procesi CNS). U ove strukture spadaju i piramidni neuroni CA; i
CAj; sektora hipokampus. Uzimajuéi u obzir prethodno navedene Cinjenice, a u cilju
razjasnjenja patofizioloskog mehanizma neurotoksicnosti DK, opredelili smo se da
parametre oksidativnog stresa merimo u hipokampusu, selektivno osetljivoj strukturi na
OS.

Cilj ovog rada je bio da se utvrdi: a) da li je povecana produkcija reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (RKV) i reaktivnih azotovih vrsta (RAV) u hipokampusu nakon i.s.
aplikacije DK; b) da li se razvija OS i/ili nitrozativni stres (NS) u obimu koji ishoduje
oksidativnim oStecenjem lipida; 1 c¢) da li je glutationski ciklus uklju€en u odgovor
selektivno osetljivih struktura na neurotoksicni efekat DK.

Materijal i metode

Eksperimentalne Zivotinje

Eksperimentalne Zivotinje su tretirane u skladu sa vodicem za eksperimentalne
studije, No. 282-12/2002 (Etic¢ki komitet Vojnomedicinske akademije, Beograd, Srbija).
Eksperimenti su izvodeni na odraslim muzjacima Wistar pacova tezine oko 220 g.
Pacovi su bili podeljeni u tri grupe (dve kontrolne i jedna eksperimentalna), smesteni u
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kavezima pod standardizovanim uslovima (temperatura: 23 + 2 °C, relativna vlaznost:
55 +£3 % i ciklus svetlo/tamno: 13/11 sati) 1 imali su slobodan pristup hrani i vodi. Svi
eksperimenti su radeni posle adaptacije zivotinja na laboratorijske uslove od 7 dana i u
periodu od 9h ujutru do 13h popodne.

Eksperimentalni dizajn

Pacovi su anestezirani pentobarbital natrijumom [45 mg/kg telesne mase (TM)]
intraperitonealno (i.p.). Testirane supstance su aplikovane u pojedinacnoj jednokratnoj
dozi, intrastrijatalno (i.s.) u finalnoj koncentraciji od 10 pL, da se nervno tkivo ne bi
opteretilo volumenom. Supstance su aplikovane u zapremini od 10 pL i.s. preko
Hamiltonovog Sprica, pomocu stereotaksi¢nog instrumenta, a prema odgovarajué¢im
koordinatama za male laboratorijske Zivotinje (koordinate: 8,4 mm iza bregme, 2,6 mm
levo od srednje linije suture i 4,8 mm ventralno od dure) (18).

Zivotinje su podeljene u tri eksperimentalne grupe: dve kontrolne grupe: intaktna
grupa (netretirani pacovi), n=8 1 lazno-operisani pacovi (0.9% NaCl), n=8; i jedna
eksperimentalna DK grupa (2.5 pg DK /10 pL), n=24. Radi pracenja efekta
neurotoksicnosti DQ na parametre OS/NS u hipokampusu, eksperimentalne Zivotinje su
dekapitovane, 30 minuta, 24 h 1 7 dana od tretmana, (n=8 / terminu). Biohemijski
parametri OS mereni su ipsi- i kontra-lateralnom hipokampusu.

Reagensi

Koris¢ene hemikalije su analiticke Cisto¢e: Diquat - Reglone® (200 g/L) (Zeneca
- Agrochemicals); Pentobarbital natrijum - Vetanarcol® (0,162 g/mL) (Werfft -
Chemie,Vienna, Austria); glutation reduktaza (EC 1.6.4.2), Tip III, iz kvasca [9001-48-
3], Sigma Chemical Co (St Luis, MO, USA) — visoko rafinisana suspenzija u 3.6M
(NH4)2SO4, na pH 7,0; 2500 U/1,6 mL (9,2 mg prot/mL) 170 U/mg proteina (1 jedinica
redukuje 1pmol GSSG/min, pH 7,6 na 25 °C); fizioloski rastvor (0,9 % NaCl)
(Vojnomedicinska akademija, Beograd, Srbija); glutation, glutation disulfid i NADPH
(Boehringer Corp. - London, UK); NaNO; (Mallinckrodt Chemical Works - St. Louis,
MO, USA); etilendiamintetra sir¢etna kiselina — EDTA (Sigma - Sr. Louis, USA);
natrijum fosfat - Na,HPO,, kalijum dihidrogen fosfat - KH,POy, trihlorsiréetna kiselina,
tiobarbiturna kiselina — TBA (Merck - Darmstadt, Germany); natrijum tetraborat i borna
kiselina (Zorka - Sabac, Srbija); karbonatni pufer (50 mM, pH 10.2), (Serva,
Feinbiochemica - Heidelberg, New York); NaNO;, Mallinckrodt Chemical Works (St.
Louis, USA); natrijum glukonat, Merck (Darmstadt, Germany); glicerol, Merck
(Darmstadt, Germany); metanol, HPLC ¢{isto¢e, Merck (Darmstadt, Germany);
acetonitril, HPLC c¢istoc¢e, Merck (Darmstadt, Nemacka); standardni puferi pH 7,0 i pH
10,0, HI 7710P (Vila do Conde, Portugal). Dejonizovana voda je pravljena preko
Millipor mili-Q sistema za preciS¢avanje vode (Waters - Millipore, Milford, MA, USA).
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Priprema tkiva i merenja

Homogenat selektivno osetljive mozdane strukture hipokampusa pripreman je kao
Sto je opisano ranije (19). Izolovan je ipsi i kontralateralni hipokampus i sve vreme
procedure drzan je na ledu. Izolovana mozdana struktura je prebacena u saharozni
medijum (0,25 mol/L. saharoza, 0,1 mmol/L EDTA u natrijum-kalijum fosfatnom
puferu, pH 7) i homogenizovana u staklenom homogenizeru s teflonskim tu¢kom na
800 obrtaja/min (Tehnica Zelezniki Manufacturing, Slovenia). Nakon dva uzastopna
centrifugiranja na 1000 g, u trajanju od 15 min na 4 °C, odvojen je supernatant, a grubi
talog je resuspendovan u 1 mL dejonizovane vode. Solubilizacija subcelularnih
membrana u hipotonicnom rastvoru postignuta je Pasterovom pipetom konstantnim
meSanjem od lh. Zatim su homogenati centrifugirani na 2000 x g, 15 min na 4 °C, a
dobijeni supernatant je koriS¢en za analizu. Ukupna koncentracije proteina je merena
metodom po Lowriju (20).

Analitika parametara oksidativnog i nitrozativnog stresa

Parametri OS/NS (superoksid anjon radikal, nitrati, superoksid dizmutaza,
malondialdehid, ukupni glutation 1 glutation peroksidaza) mereni su obostrano u
hipokampusu posle 30 min, 24h i 7 dana nakon tretmana.

Superoksid anjon radikal (O,") - Sadrzaj O,* je odredivan metodom koja se
bazira na redukciji nitroblutetrazolijuma (NBT) u monoformazan, posredstvom O,* .
Zuta boja redukovanog produkta merena je spektrofotometrijski na 550 nm (21).
Rezultati se izraZzavaju kao pmol redukovanog NBT/mg proteina.

Nitrati (NO3") - Te¢na hromatografija pod visokim pritiskom sa UV-diode array
(HPLC-DA) detekcijom koriS¢ena je za merenje sadrzaja nitrata u homogenizatu
hipokampusa. Merenje je vrSeno na sobnoj temperaturi. Mobilna faza sadrzi boratni
pufer/glukonat koncentrat: metanol:  acetonitril: dejonizovana voda (2:12:12:74,
V/V/V/IV), pH = 8,5. Boratni pufer/glukonat koncentrat se sastoji od 0,07 mol/L
natrijum glukonata, 0,3 mol/L H3;BOj;, 0,Imol/L Na;B4O;, 3,8 mol/L glicerola u
dejonizovanoj vodi (1,6 g natrijum glukonata, 1,8 g H3BO;, 2,5 g Na,B407, 25 ml
glicerola i dejonizovana voda do 100 ml). Boratnim puferom je podeSen pH mobilne
faze na 8,5. Kalibracija pH-metra na pH 7,01 1 pH 10,01 je vrSena standardnim
puferskim rastvorima. Pre upotrebe mobilna faza je filtrirana kroz membranski filter
veli¢ine pora 0,45 pm. UV-DAD detekcija je vrSena na talasnoj duzini 214 nm. Protok
mobilne faze je bio 1,3 mL/min. Zapremina uzorka koji se injektuje u te¢ni hromatograf
iznosi 50 pL (22).

HPLC Aparatura: pumpa HPLC (LKB 2150, Bromma, Sweden); petlja za
injektovanje, 50 pL; detektor, UV-diode array (UV-DAD) (LKB 2152, Bromma,
Sweden); program za obradu podataka, Wavescan EG/Nelson commander (LKB,
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Bromma, Sweden); hromatografska anjonska kolona (bazirana na strukturi kvaternernih
amina): [C-PAK™, (Waters, Millipore, Milford, MA, USA), 50 mm x 4,6 mm, 10 pum
veli¢ine pora; i predkolona: Anion Guard-PAK™, (Waters, Millipore, Milford, MA,
USA).

Superoksid dizmutaza (SOD) - Aktivnost SOD je merena spektrofotometrijski,
inhibicijom spontane autooksidacije adrenalina na 480 nm. Kinetika enzimske
aktivnosti prac¢ena je u karbonatnom puferu (50 mM, pH 10.2, sadrzi 0.1 mM EDTA),
posle dodavanja 10 mM adrenalina (23). Rezultati se izrazavaju kao U SOD/mg
proteina.

Malondialdehid  (MDA) -  Koncentracija @~ MDA  se  odreduje
spektrofotometrijskim metodom (24). MDA, kao sekundarni produkt LPO daje crvenu
boju posle inkubacije sa tiobarbiturnim reagensom (15 % trihlorsiréetna kiselina 1 0,375
% TBA), na 95 °C i pH 3,5. Absorbanca je merena na 532 nm. Rezultati se
predstavljaju kao pmol MDA/mg proteina.

Glutation (GSH) - Za odredivanje ukupnog GSH koristi se reciklirajuca reakcija
oksidacije GSH do GSSG u prisustvu Elmanovog reagensa: 5,5-ditiobis-2-
nitrobenzoeva kiselina (DTNB), a zatim se nastali GSSG redukuje nazad do GSH uz
prisustvo enzima glutation reduktaze (GR) (25). Rezultati se izrazavaju u nmol GSH/mg
proteina.

Glutation peroksidaza (GPx) - Ova metoda se zasniva na indirektnom
odredivanju aktivnosti GPx spektrofotometrijskim merenjem potrosnje NADPH na 340
nm. Ukratko, enzim GPx katalizuje redukciju lipidnih hidroperoksida u alkohol/H,O
koriséenjem redukujucih ekvivalenata GSH, pri ¢emu nastaje GSSG. U prisustvu GR
GSSG se redukuje do GSH, uz utroSak NADPH (donor reduktivnih ekvivalenata). Za
redukciju svakog mola GSSG potreban je jedan mol NADPH (26). Rezultati su
predstavljeni kao U GPx/mg proteina.

Statisticka analiza

Podaci su analizirani koriS§¢enjem verzije Statistica software 7.0 (Stat Soft, Inc.).
Poredenje parametara OS sa kontrolnim vrednostima je uradeno koris¢enjem
nezavisnog Student t-testa. Razlike su smatrane statisticki znacajne za p < 0,05.

Rezultati

Ne postoji znacajna razlika u analiziranim parametrima OS/NS izmedu intaktne 1
laZzno-operisane grupe, §to govori da sam tretman nije doveo do oksidativne povrede
mozdanog tkiva (rezultati nisu predstavljeni). Rezultati analiziranih parametara OS/NS
su predstavljeni graficki za obe strane hipokampusa, a kontrolne vrednosti se odnose na
lazno-operisane pacove. Rezultati pokazuju da se nakon i.s. aplikacije DK razvio
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OS/NS u hipokampusu obostrano, kako tretirane (ipsilateralne) tako i suprotne,
kontralateralne strane.

Eksperimentalne grupe Zivotinja su bile pod aktivnim nadzorom tokom trajanja
eksperimenta. Zivotinje koje su tretirane DK su nakon budenja iz anestezije pokazivale
letargicnost, a tokom 2-3 sata zapaZena je znacajna stopa smrtnosti od 30 - 40 %.

Koncentracija O," je poveana u hipokampusu obostrano (p < 0,05) 30 minuta
nakon aplikacije DK. U ipsilateralnom hipokampusu, 24. ¢asa izmerena koncentracija
0" je na nivou kontrolnih vrednosti, dok se 7. dana nakon tretmana, zna¢ajno smanjuje
(p < 0,05). U kontralateralnom hipokampusu, koncentracija O,"" nakon 24 ¢asa je
znacajno niza (p < 0,05), a 7. dana je u nivou kontrolnih vrednosti (Grafik 1).

O Ipsilateraina @ Kontralateralna

umol red. NBT/mg protein

Kontrola DK-30min DK-24h DK-7dana

Grafik 1: SadrZaj superoksidnog anjon radikala (O,°") u hipokampusu posle jednokratne
intrastrijatalne administracije dikvata
Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost £ SD 1 izraZzene su u
jedinicama: pmol red. NBT/mg proteina. Broj pacova/terminu Zrtvovanja, n = 8.
Predstavljene su vrednosti za ipsi- 1 kontralateralnu stranu hipokampusa. Razlike
u odnosu na kontrolne vrednosti su smatrane statisticki znacajnim za p < 0,05
(Student T-test).
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Aktivnost SOD je znacajno smanjena u hipokampusu obostrano (p < 0,05) tokom
24 ¢asa od aplikacije DK, nakon ¢ega postoji blagi trend porasta aktivnosti SOD, mada
je aktivnost SOD i dalje znacajno niska ( p< 0,05) u ipsilateralnom hipokampusu 7.
dana (Grafik 2).

O Ipsilateraina @ Kontralateralna
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Kontrola DK-30min DK-24h DK-7dana

Grafik 2: Aktivnost superoksidne dizmutaze (SOD) u hipokampusu posle jednokratne
intrastrijatalne administracije dikvata

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + SD 1 izraZzene su u
jedinicama: U SOD /mg proteina. Broj pacova/terminu zrtvovanja, n = 8.
Predstavljene su vrednosti za ipsi- 1 kontralateralnu stranu hipokampusa. Razlike
u odnosu na kontrolne vrednosti su smatrane statisticki znac¢ajnim za p < 0,05
(Student T-test).

Poredenjem vrednosti sadrzaja NO;™ dobijenih nakon davanja DK sa kontrolnim
vrednostima, statisticki znacajno viSe vrednosti dobijene su u hipokampusu 24. sata
obostrano (p < 0,05) 1 7. dana u ipsilateralnoj strani (p < 0,05) (Grafik 3).
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Grafik 3: Sadrzaj nitrata (NO; ) u hipokampusu posle jednokratne intrastrijatalne
administracije dikvata
Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost £ SD i izrazene su u
jedinicama: nmol NO;  /mg proteina. Broj pacova/terminu Zrtvovanja, n = 8.
Predstavljene su vrednosti za ipsi- 1 kontralateralnu stranu hipokampusa. Razlike
u odnosu na kontrolne vrednosti su smatrane statisti¢ki znacajnim za p < 0,05
(Student T-test).

Lipidna peroksidacija je znacajno povecana 30. minuta nakon aplikacije DK,
obostrano (p < 0,05) i u ipsilateralnom hipokampusu 24. ¢asa (p < 0,05). Kasnije tokom
eksperimenta, MDA vrednosti nisu znac¢ajno odstupale od kontrolnih vrednosti (Grafik
4).
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Grafik 4: Lipidna peroksidacija u hipokampusu posle jednokratne intrastrijatalne
administracije dikvata

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost £ SD i izrazene su u
jedinicama: pmol MDA /mg proteina. Broj pacova/terminu zrtvovanja, n = 8.
Predstavljene su vrednosti za ipsi- i kontralateralnu stranu hipokampusa. Razlike
u odnosu na kontrolne vrednosti su smatrane statisticki znacajnim za p < 0,05
(Student T-test).

Znacajnost promena sadrzaja GSH u smislu poveéanja izmerena je samo 24. ¢asa
u ipsilateralnom hipokampusu (p < 0,05) (Grafik 5).
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Grafik 5: Sadrzaj ukupnog glutationa (tGSH) u hipokampusu posle jednokratne
intrastrijatalne administracije dikvata

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost £ SD i izrazene su u
jedinicama: nmol GSH /mg proteina. Broj pacova/terminu Zrtvovanja, n = 8.
Predstavljene su vrednosti za ipsi- i kontralateralnu stranu hipokampusa. Razlike
u odnosu na kontrolne vrednosti su smatrane statisticki znacajnim za p < 0,05
(Student T-test).

Aktivnost GPx se nakon aplikovanja DK znacajno povecava, obostrano, od 30.
minuta do 7. dana (p < 0,05) (Grafik 6).
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Grafik 6: Aktivnost glutation peroksidaze u kontralateralnom strijatumu posle
jednokratne intrastrijatalne administracije dikvata

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost £ SD 1 izraZzene su u
jedinicama: mU GPx/mg proteina. Broj pacova/terminu zrtvovanja, n = 8.
Predstavljene su vrednosti za ipsi- 1 kontralateralnu stranu hipokampusa. Razlike
u odnosu na kontrolne vrednosti su smatrane statisticki znacajnim za p < 0,05
(Student T-test).

Diskusija
U nasem eksperimentu je zabeleZena ucestala smrtnost Wistar pacova (30 - 40 %)
neposredno po trovanju DK (tokom 2 - 3 ¢asa od budenja iz anestezije), $to je u

korelaciji sa redoks potencijalom DK (27). Takode, zivotinje koje su tretirane DK
nakon budenja iz anestezije su pokazale simptome letargije.

Dobijeni rezultati potvrduju nastanak OS kao pokretaca neurotoksi¢nih efekata
DK u hipokampusu u periodu od 24 h nakon njegove aplikacije. Specifi¢na biohemijska
organizacija ove mozdane strukture, obilje glutamatnih receptora, visok metabolicki
obrt glutamata, posebno piramidne neurone sektora C1 1 C3, €ini je podloznim OS. U
naSem eksperimentu pokazali smo da se toksi¢ni efekti delovanja DK koji je aplikovan
u strijatum, proSiruje i na hipokampus. Povezanost energetskog metabolizma, stvaranje
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slobodnih radikala, funkcionisanje jonskih pumpi, kao i nivo intracelularnog, narocito
mitohondrijskog Ca®", susti¢u se kako u celokupnom funkcionisanju éelije, tako i u
indukovanju programirane smrti ¢elija mozga (28). Na osnovu literaturnih podataka
pretpostavljeno je da i.s. aplikacija DK kod Wistar pacova dovodi do neurotoksi¢nih
efekata u selektivno osetljivim mozdanim regijama (korteks, strijatum i hipokampus)
posredovanjem OS (preko RKS) i NS (preko RAV, posebno azot oksida - NO). Na§
eksperiment je potvrdio da primarno ostecenje jednog dela mozdanog tkiva neminovno
vodi kasnijem poremecaju u drugim strukturama i da se odvija sli¢na dinamika promena
sadrzaja ispitivanih indikatora OS u ispitivanom periodu od 30. minuta do 7. dana
(Grafici 1-6). Objasnjenje podjednake propagacije procesa OS/NS nakon jednokratne
aplikacije otrova, lezi u anatomsko-funkcionalnoj organizaciji ovih mozdanih struktura.
Poznato je da peroksinitrit (ONOQO") difunduje u okolno tkivo i za nekoliko ¢elijskih
dijametara, ovo bi mogao da bude jedan od nacina prostorne i vremenske propagacije
neurotoksi¢nog efekata dipiridila na moZdane strukture koje su udaljene od primarnog
mesta aplikacije.

Povecano stvaranje O," u hipokampusu, 30 minuta nakon aplikacije DK je u
korelaciji sa smanjenjem aktivnosti SOD, §to govori o nemoguénosti enzimskog sistema
da ukloni povecanu koncentraciju O," (Grafici 1 i 2). Toksi¢ni efekti poveéanog
stvaranja O,"" koji su uocéeni obostrano ve¢ nakon 30 minuta od aplikovanja DK,
potenciraju se redoks metabolizmom DK, pri ¢emu u reakciji O," sa NO, nastaje
toksiéni ONOO™ koji je i verovatniji put metabolisanja O,"". Normalizacija sadrZzaja
0O,"" u hipokampusu nakon 24 ¢asa, stoga ne bi morala da zna¢i smanjeno stvaranje O,"
, ve¢ njegovu intenzivnu reakciju sa NO u kojoj nastaje toksi¢ni ONOO .

Uloga NO u ovim procesima je pratena merenjem sadrZaja nitrata, krajnjih
produkata metabolizma NO i drugih RAV (Grafik 3). Literaturni podaci govore da se 70
% nastalog ONOOQO razgraduje do NOs ', a preostalih 30 % do CO, 1 NO;, pa delimi¢no
potkrepljuju tvrdnju da povecana produkcija ONOO™ vodi poveéanju koncentracije
nitrata (28).

Potvrdeno je da ONOO™ moze procesom nitrozilacije da smanji aktivnost SOD,
S$to bi moglo da objasni nadeno smanjenje SOD u najranijem terminu, od 30 minuta do
24" od aplikovanja DK. U literaturi se navodi da ONOO™ moze da istisne Fe i Cu iz
stabilnih kompleksa, kakvi su metaloproteini, §to bi znac¢ilo da ONOO™ na taj nacin
moze inhibirati metaloenzim SOD, koji sadrzi upravo Cu (29). Aktivnost enzima SOD
bi trebalo da ima negativan uticaj na sadrzaj NO; ™, s obzirom da ,,uklanja” O,"", polazno
jedinjenje pored NO za sintezu ONOO", a time i njegov krajnji metaboli¢ki produkt
NOs . Poznato je da od aktivnosti ovog enzima umnogome zavisi koncentracije O," u
mikrosredini, jer se ovaj enzim prakti¢no takmi¢i sa NO za reakciju sa O,", uz
napomenu da je reakcija sa NO ipak brza (28). Uklanjanje O," putem autooksidacije
(dizmitacije) je Cetiri puta sporija (reakcija katalizovana enzimom SOD). Tako se
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smatra de je vancelijski prostor, gde je koncentracija SOD vrlo niska, najverovatnije
mesto produkcije ONOOQO™ in vivo. Dobijeni rezultati sadrzaja NO;™ 1 aktivnosti SOD u
istim vremenskim intervalima govore u prilog teoriji o povezanosti ova dva mehanizma
u okviru kompleksnog biohemijskog procesa uklju¢enog u razvoj OS/NS.

Sedam dana nakon toksicnog delovanja DK, aktivnost SOD se priblizava
kontrolnim vrednostima §to je verovatno rezultat normalizacije redoks stanja u ovoj
selektivno osetljivoj mozdanoj strukturi.

Nastalo povecanje LPO u hipokampusu koje se obostrano registruje ve¢ nakon 30
minuta i odrzava se u ipsilateralnom hipokampusu do 24. ¢asa (Grafik 4) potvrduje
razvoj OS kao mehanizma oStecenja celijskih membrana ¢ija je funkcionalnost od
posebnog znacCaja sa aspekta ekscitabilnosti, ali 1 ekscitotoksicnosti (29).
Pretpostavljeno metaboli¢ko usmerenje reakcije O, sa NO je potkrepljeno literaturnim
podacima o povecanoj regionalnoj distribuciji azot oksid sintaze (NOS) i gvozda u
selektivno osetljivim mozdanim strukturama (30). Montague i1 sar. su pokazali da
aktivacija N-metil-d-aspartat (NMDA) receptora, kojima obiluje hipokampus, usled
oslobadanja glutamata iz presinaptickih terminala, korelira sa oslobadanjem NO, koji
difunduje i van ¢elije, reagujuci tako i sa stvorenim O," (31). Vazno je istaci, da su nasi
rezultati pokazali podudarnost promena sadrzaja NO;~ i O," u istim vremenima u
okviru iste mozdane regije kod trovanja DK.

U odnosu na vremenski determinisane promene u oksidativnom stanju
hipokampusa, promene u koncentraciji GSH 1 aktivnosti GPx podrzavaju napred iznete
pretpostavljene dogadaje. U ranom terminu, 30 minuta nakon aplikovanja DK, nema
smanjenja koncentracije GSH 1 pored povecane aktivnosti GPx $to govori o izrazenoj
osetljivosti i velikom antioksidativnom potencijalu ovog enzima. Poznato je da je GSH
donor reduktivnih ekvivalenata u reakcijama redukcije lipidnih hidroperoksida i
vodonik peroksida, katalizovanim GPx.

U toksi¢nom delovanju DK ocuvanost (i ¢ak povecanje) GSH (Grafik 5) doprinosi
povecanoj aktivnosti GPx. Sedmog dana od tretmana, znacajno se povecava aktivnost
GPx (Grafik 6) sto je od znacaja za smanjenje procesa LPO (Grafik 4). Nasi rezultati o
povecanoj aktivnosti GPx u neurotoksi¢nosti DK su u skladu sa literaturnim podacima
(32).

Poznato je da GSH u reakciji sa NO gradi S-nitrozo produkt, GSNO. Potencijalna
kompeticija za NO od strane GSH i O,", moZe rezultirati zastitnim efektom ako je
reakcija usmerena ka stvaranju GSNO umesto toksi¢nog ONOO™. Imajuéi u vidu da
sadrzaj GSH nije bio sniZzen i pored povecane funkcije GPx, ocigledno da je put
stvaranja ONOQO"™ bio favorizovan, S§to se moze potvrditi pove¢anom LPO u ovom
periodu. Nasa pretpostavka, bazirana na literaturnim podacima, jeste da verovatno neki
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od intermedijera izomeracije degradacionih produkata ONOO™ doprinose citotoksicnom
efektu dipiridila, ukljucuju¢i DK (34).

Zakljucak

Rezultati nasSeg istrazivanja potvrduju prostorno i vremensko Sirenje toksi¢nog
efekta jednokratne I.S. aplikacije DK u hipokampus, strukturu koja je prostorno
odvojena, ali funkcionalno povezana sa strijatumom, mestom aplikacije DK. OStecenje
se manifestuje ranim razvojem OS 1 NS - ve¢ posle 30 minuta, a odrzava se 1 24 ¢asa
nakon aplikacije, §to se podudara sa visokom stopom mortaliteta pacova iz DK grupe u
ovom periodu. Intenzivan oksidativni metabolizam DK, direktno dovodi do anoksije
tretiranih mozdanih struktura, neposredno posle i.s. administracije DK, Sedmog dana od
i.s. aplikacije DK, tkivo hipokampusa obnavlja svoje homeostatsko oksidativno stanje.

Zahvalnost

Zahvaljujemo recenzentima na konstruktivnim sugestijama. Ovaj rad je podrzan
sredstvima sa projekata Ministarstva prosvete i nauke, Republike Srbije (Projekat No.
[T 41018) 1 Ministarstva odbrane Republike Srbije (Projekat No. MMA/06-10/B.3).

Literatura

1. Occupational Health Services, Inc. 1991 (Sept. 16). MSDS for Diquat. OHS Inc., Secaucus, NJ.
Hayes WJ. Pesticides studied in man. Baltimore: Williams and Wilkins, 1990.

3. Maceljski M, Hrlec G, Ostoji¢ Z. Pregled sredstava za zastitu bilja u Jugoslaviji. Glasnik
zastite bilja 1986; 9: 65.

4. Pasi A. The toxicity of paraquat, diquat and morfamquat. Vienna: Hans Huber publisher,
1978: 13-5.

5. Badah H, Nazimek T, Kaminska IA. Pesticide content in drinking water samples collected
from orchard areas in central Poland. Ann Agric Environ Med. 2007; 14: 109-14.

6. INCHEM: International Programme on Chemical Safety: Eenvironmental health criteria
39: Paraquat and Diquat. http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc39.htm 1984.

7. Hayes, W. J. Pesticides studied in man. Baltimore, MD: Williams and Wilkins. 1982.

8. WSSA Herbicide Handbook Committee. Herbicide Handbook of the Weed Science
Society of America, 6" Ed. WSSA, Champaign, IL. EXTOXNET 1989.

9. Fuke C, Ameno K, Ameno S, Kiriu T, Shinohara T, Ljiri I. In vitro studies of the
metabolism of paraquat and diquat using rat liver homogenates-isolation and
identification of the metabolites of paraquat and diquat. Nippon Hoigaku Zasshi 1993;
47(1): 33-45.

10. Wolfgang GH, Jolly R, Petry T. Inhibition of diquat-induced lipid peroxidation and
toxicity in precision+cut liver slices by novel antioxidants. Toxicol Appl Pharmacol 1991;
108(2): 321-329.

457



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

458

Cohen G. Enzymatic/nonenzymatic sources of oxyradicals and regulation of antioxidant
defenses. Ann N Y Acad Sci 1994; 738: 8-14.

Fussella KC, Udasina RG, Grayb JP, Mishina V, Smithc P, Heckd DE, Laskine JD. Redox
cycling and increased oxygen utilization contribute to diquat-induced oxidative stress and
cytotoxicity in Chinese hamster ovary cells overexpressing NADPH-cytochrome P450
reductase. Free Radical Biology and Medicine. 2011; 50(7): 874-882.

Lewinson E, Gressel J. Benzyl Viologen-Mediated Counteraction of Diquat and Paraquat
Phytotoxicities. Plant Physiol. 1984; 76: 125-130.

Heinrich, Peter; Georg Loffler; Petro E. Petrides. Biochemie und Pathobiochemie
(German Edition). Berlin: Springer - Lehrbuch. 2006: 123

Swamy M, Salleh Mohd Jamsani Mat, Sirajudeen K N S, Wan Yusof Wan Roslina,
Chandran G. Nitric oxide (NO), citruline - NO cycle enzymes, glutation synthetase and
oxidative stress in anoxia (hypobaric anoxia) and reperfusion in rat brain. J Med Sci.
2010; 7(3): 147-154.

bukic M, Curcic-Jovanovic M, Ninkovic I, Vasiljevic M, Jovanovic M. The role of nitric
oxide in paraquat-induced oxidative stress in rat striatum. Ann Agric Environ Med 2007;
14(2): 247-52.

Wu G, Fang YZ, Yang S, Lupton JR, Turner ND. Gluthatione metabolism and its
implication for health. J Nutr 2004; 134: 489-92.

Konig JFR, Klippel RA. The rat brain. The Williams and Wilkins Company A stereotaxic
atlas of the forebrain and lower parts of the brain stem. Baltimore, USA. 1963: 53.

Gurd JW, Jones LR, Mahler HR, Moore WJ. Isolation and partial characterisation of rat
brain synaptic plasma membrane. J Neurochem 1974; 2: 281-90.

Lowry OH, Rosenbrough NJ, Farr AL, Randall RJ. Protein measurement with the Folin
phenol reagent. J Biol Chem 1951; 193: 265-75.

Auclair C, Voisin E. Nitroblue tetrazolium reduction. In: Greenwald RA. Ed. Handbook
of methods for oxygen radicals research, CRC Press, Inc, Boca Raton, 1985: 123-32.

Curcic Jovanovic M, Pukic M, Vasiljevic I, Ninkovic M, Jovanovic M. Determination of
nitrate by the IE-HPLC-UV method in the brain tissues of Wistar rats poisoned with
paraquat. J Serb Chem Soc 2007; 72(4): 347-56.

Sun M, Zigman S. An improved spectrophotometric assay for superoxide dismutase based
on epinephrine auto-oxidation. Anal Biochem 1978; 90: 81-9.

Villacara A, Kumami K, Yamamoto T, Mrsulja BB, Spatz M. Ischemic modification of
cerebrocortical membranes: 5-hydroxytryptamine receptors, fluidity and inducible in vitro
lipid peroxidation. J Neurochem 1989; 53: 595-601.

Anderson ME. Tissue glutathione. The DTNB-GSSG reductase recycling assay for total
glutathione (GSH+1/2 GSSQG). In: Greenwald RA. ed. CRC Handbook of Methods for
Oxygen Radical Reseach, CRC Press Inc, Florida, 1986: 317-23.

Maral J, Puget K, Michelson AM. Comparative study of superoxide dismutase, catalase
and glutathione peroxidase levels in erythrocytes of different animals. Biochem Biophys
Res Commun 1997; 77: 1525-35.



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Abe T, Kinda T, Takano Y, Chikazawa S, Higuchi M, Kawasaki N, Orino K, Watanabe
K. Relationship between body iron stores and diquat toxicity in male Fischer-344 rats
Biometals 2006; 19: 651-7.

Eiserich JP, Patel RP, ODonnell VB. Pathophysiology of Nitric Oxide and Related
Species: Free Radical Reactions and Modification of Biomolecules. Mol Aspects Med
1998; 19: 221-357.

Farooqui AA and Horrocks LA. Excitatory amino acids receptors, neuronal membrane,
phosphlipid metabolism and neuronal disorders. Brain Res Rev 1991; 16: 171-91.

Prakash T, Kotresha D, Nedendla RR. Neuroprotective activity of Wedelia calendulacea
on cerebral ischemia/reperfusion induced oxidative stress in rats. Indian J Pharmacol.
2011 Nov;43(6):676-82.

Montague PR, Gancayco CD, Winn MJ, Marchase RB, Friedlander MJ. Role of NO

production in NMDA receptor-mediated neurotransmitter release in cerebral cortex.
Science 1994; 263(5149): 973-7.

Fu Y, Cheng WH, Ross AD, Lei XG. Cellular glutathione peroxidase protects mice
against lethal oxidative stress induced by various doses of diquat. Pros Soc Exp Biol Med.
1999; 222: 164-169.

Dinis-Oliveira RJ, Remido F, Carmo H, Duarte JA, Sanchez Navarro A, Bastos ML,
Carvalho F. Paraquat exposure as an etiological factor of Parkinson’s disease.
Neurotoxicol 2006; 27: 1110-22.

Ebadi M, Sharma SK. Peroxynitrite and mitochondrial dysfunction in the pathogenesis of
Parkinson’s disease, Antioxid Redox Signal. 2003; 5: 319-35.

Dozvola Eti¢kog odbora za rad sa Zivotinjama

Autori su obavljali eksperiment u skladu sa institucionalnom politikom humanog 1

etiCkog tretmana eksperimentalnih zivotinja, 1 spremni su da dostave o tome podatke 1
originalne materijale, ako se trazi. Eksperimentalne Zivotinje su tretirane u skladu sa
Smernicama za proucavanje Zivotinja, br 282-12/2002 (Eticki komitet Vojnomedicinske
akademije, Beograd, Srbija).

Izjava o originalnosti rada

Rezultati predstavljeni u rukopisu nisu objavljeni ili predati za objavljivanje negde

drugde.

Izjava o sukobu interesa

Autori izjavljuju da nema sukoba interesa.

459



Oxidative and nitrosative stress - mediators of
diquat neurotoxicity

Mirjana Dukic'l, Milica Ninkovic’z, Ivana Stevanovic’z,
Marijana Cur¢i¢', Katarina I1i¢’, Dragan Purdevié’,
Dragana Vujanovi¢'

! University of Belgrade - Faculty of Pharmacy, Department of Toxicology
»Academician Danilo Soldatovic”, Vojvode Stepe 450, 11221 Belgrade, Serbia
? Institute for Medical Research, Military Medical Academy, Crnotravska 17, 11000
Belgrade, Serbia
3 University of Belgrade - Faculty of Pharmacy, Department of Pharmacology, Vojvode
Stepe 450, 11221 Belgrade, Serbia

Correspondence address: Mirjana Pukic, PhD. Professor,

Department of Toxicology ,,Academician Danilo Soldatovic”, Faculty of Pharmacy,
Belgrade University, Vojvode Stepe 450, 11221 Belgrade, Serbia.

e-mail: mirjana.djukic@pharmacy.bg.ac.rs

Phone (office): +381 11 3951 308; fax: +381 11 3972840

URL: http://www.pharmacy.bg.ac.rs/fakultet/ljudi/nastavnik/64.

Summary

Most commonly observed central nervous system (CNS) effects induced by systemic
toxicity of herbicide diquat (DQ) are general depression and lethargy. Generally, it is accepted
that DQ exerts its toxicity through the production of superoxide anion radical (O,") during its
red-ox metabolism in the presence of molecular oxygen, which further initiates radical chain
reaction, contributing developing of oxidative stress (OS) as well. Mechanisms of DQ
neurotoxic effect is not rationalized till now.

The objective of the study was to examine whether OS contributes to DQ neurotxicity.
For this purpose, male Wistar rats were intrastriataly (i.s.) treated with DQ and oxidative status
parameters such as: superoxide anion radical (O,"); nitrates (NO5"), as a final metabolite of
reactive nitogen species; malondialdehyde (MDA), an indicator of lipid peroxidation; activity of
superoxide dismutase (SOD); glutathione peroxidase (GPx), and glutathione (GSH), were
measured in the hippocampus at 30 minutes, 24 hours and 7 days post treatment.

Noteworthy, mortality rate (30 - 40 %) was observed in the group of rats treated with DQ,
within 2-3 hours after awakening from anesthesia. Additionally, lethargy was the only
neurological symptom observed in that group. Analyzed parameters indicate that OS mediates
DQ neurotxicity, which is documented with significant increase of lipid peroxidation.

Key words: diquat, oxidative stress, neurotoxicity, hippocampus.
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Uticaj hipertrigliceridemije na male, guste LDL i
HDL cestice u koronarnoj arterijskoj bolesti
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Kratak sadrzaj

Poremecaji koncentracije lipoproteina doprinose progresiji ateroskleroze u koronarnoj
arterijskoj bolesti (KAB). Ispitivanjem zastupljenosti malih, gustih Cestica lipoproteina niske
(LDL) i visoke gustine (HDL), kao i otkrivanjem faktora koji uti¢u na njihovo poveéano
stvaranje, moguce je smanjiti rizik za pojavu budué¢ih kardiovaskularnih dogadaja. U ovoj
studiji ispitivali smo uticaj koncentracije triglicerida (TG) na veli¢inu i raspodelu LDL i HDL
subfrakcija kod 181 pacijenta sa KAB i 178 zdravih osoba. LDL i HDL subfrakcije su
razdvojene metodom vertikalne elektroforeze na gradijentu poliakrilamida, a koncentracije
lipidnih parametara su odredene rutinskim laboratorijskim metodama. Utvrdili smo da KAB
pacijenti imaju znacajno manje dijametre LDL i HDL cestica (P<0,001), ve¢i udeo LDL III, a
manje HDL 2b subfrakcija (P<0,05). U KAB grupi povisena koncentracija TG bila je u
korelaciji sa manjim LDL i HDL dijametrima i nizim udelom LDL I subfrakcija. Pacijenti sa
hipertrigliceridemijom imali su manje LDL dijametre (P<0,01) i ve¢i udeo malih, gustih LDL
Cestica (P<0,05) u odnosu na normotrigliceridemi¢ne pacijente. Sem toga, kod pacijenata sa
hipertrigliceridemijom uocena je preraspodela HDL subfrakcija ka manjim Cesticama. Nasi
rezultati ukazuju da je koncentracija TG u serumu glavni lipidni faktor rizika koji determiniSe
koli¢inu malih, gustih LDL i HDL ¢estica u KAB.

Kljucne reci: koronarna arterijska bolest; LDL; HDL; hipertrigliceridemija.
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Uvod

Ateroskleroza je kompleksan proces koji ima multifaktorsku etiologiju i hronican
tok. U nizu sukcesivnih dogadaja tokom aterogeneze primarno mesto zauzima
akumulacija holesterola u intimi krvnog suda. Stoga se poviSena koncentracija
holesterola u lipoproteinima niske gustine (LDL-h) i sniZena koncentracija holesterola u
lipoproteinima visoke gustine (HDL-h) smatraju glavnim lipidnim faktorima rizika za
nastanak ateroskleroze. Ipak, i pored snaznih dokaza u prilog lipidnoj hipotezi, brojne
studije su pokazale da odredivanje koncentracija LDL-h i HDL-h nije uvek dovoljno za
pravovremenu dijagnozu, kao i za prepoznavanje osoba sa povisenim rizikom za razvoj
kardiovaskularnih bolesti (KVB).

U novije vreme dokazano je da etiopatogeneza ateroskleroze podrazumeva
sadejstvo dislipidemije, inflamacije 1 oSteCenja endotela pod dejstvom slobodnih
kiseoni¢nih radikala (1), Sto je uticalo na pomeranje tezista istrazivanja sa kvantitativnih
na kvalitativna svojstva serumskih lipoproteina (2). Naime, lipoproteini predstavljaju
heterogenu grupu Cestica sastavljenu od veceg broja subfrakcija, koje se razlikuju po
sadrzaju lipida i proteina. Prethodna istraZivanja pokazala su da pojedine LDL i HDL
subfrakcije imaju razliCita funkcionalna svojstva 1, sledstveno, razliCit stepen
aterogenog, odnosno ateroprotektivnog delovanja. Sa stanovista ateroskleroze
najznacajnije su male, guste LDL cestice, jer imaju najveci aterogeni potencijal (3). S
druge strane, kompleksan metabolizam i o€igledne razlike u strukturi pojedinth HDL
subfrakcija sugeriSu i razli¢itu protektivnu ulogu u aterogenezi, odnosno manje ili vise
izrazena antiaterogena svojstva (4).

Funkcionalna svojstva LDL i HDL destica u mnogome zavise od ukupnog
vaskularnog okruzenja u kome se one nalaze (3, 4). U tom smislu, vazan modulatorni
efekat mogu imati i promene u koncentraciji serumskih lipida. Dobro je poznato da
poviSena koncentracija triglicerida (TG) u serumu povecava rizik za razvoj KVB. Kako
je metabolizam lipoproteina sustinski povezan, poviSena koncentracija TG znacajno
uti¢e na remodelovanje lipoproteinskih cestica i tako doprinosi povecanju njihovog
aterogenog potencijala (5). Dokazano je da lipoproteini obogaceni TG predstavljaju
jedan od klju¢nih elemenata aterogeneze (6). Nelipidni faktori rizika za KVB kao §to su
gojaznost, pusenje, fizicka neaktivnost, prekomeran unos alkohola, metabolicke bolesti i
neki lekovi, takode su unakrsno povezani sa serumskom koncentracijom TG, S§to
dodatno komplikuje tumacenje laboratorijskih nalaza 1 evaluaciju pojedinacnog
doprinosa TG razvoju bolesti (7).

Cilj ovog istrazivanja bio je da se ispita uticaj koncentracije TG na veliCinu 1
raspodelu LDL i HDL subfrakcija kod pacijenata sa koronarnom arterijskom boles¢u
(KAB) 1 kod zdravih osoba.
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Materijal i metode
Ispitanici

U istrazivanju je ucestvovao 181 pacijent (118 muskaraca i 63 Zene) sa KAB 1 178
zdravih osoba. Pacijenti su na Institutu za kardiovaskularne bolesti Klinickog centra
Srbije podvrgnuti koronarnoj angiografiji na osnovu koje je procenjena tezina
koronarnog oboljenja. Indikacije za invazivnu dijagnostiku bile su: stabilna angina
pektoris, nestabilna angina pektoris, infarkt miokarda ili atipi¢an bol u grudima sa
pozitivnom istorijom KVB u porodici. Procenjivano je suzenje na desnoj koronarnoj
arteriji, levoj descendentnoj arteriji 1 levoj circumflexus arteriji. Dva iskusna kardiologa
su bez prethodnog znanja o stanju pacijenta procenjivali koronarografski nalaz, a
konac¢na odluka se donosila konsenzusom. Kontrolna grupa je formirana u toku
redovnih sistematskih pregleda u Domu zdravlja ,,Palilula” i Domu zdravlja ,,Novi
Beograd”, a ¢inili su je zdravi ispitanici upareni sa pacijentima po kriterijjumu pola i
starosti. Kriterijumi za isklju¢ivanje prilikom formiranja kontrolne grupe bili su:
prisustvo KVB, bilo koje druge sistemske inflamatorne ili metaboli¢ke bolesti, bolesti
jetre ili bubrega, te uzimanje lekova koji mogu uticati na lipidni status.

Sa svim u€esnicima u istrazivanju obavljen je standardizovan intervju. Sakupljeni
su anamnesticki podaci koji su ukljucivali: pol, godine, visinu, tezinu, krvni pritisak,
osnovne zivotne navike i porodi¢nu istoriju KVB u prvostepenom srodstvu. Zabelezeni
su 1 podaci o uzimanju lekova. 1z podataka za visinu i tezinu izracunat je indeks telesne
mase (ITM). Hipertenzija je definisana kao sistolni pritisak >140 mg Hg, dijastolni
pritisak >90 mg Hg, ili uzimanje antihipertenzivne terapije. Dijabetes melitus je
definisan kod pacijenata kod kojih je koncentracija glukoze bila >6,1 mmol/L ili su bili
na terapiji hipoglikemicima. Ispitanici su smatrani hipertrigliceridemi¢nim ukoliko je
izmerena koncentracija TG bila >1,69 mmol/L (8). Istrazivanje je planirano i
sprovedeno prema etickim principima u skladu sa Deklaracijom iz Helsinkija, a na
osnovu odobrenja Etickog komiteta za kliniCka ispitivanja Farmaceutskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu. Svi ispitanici su dali pismeni pristanak za ucestvovanje u
istrazivanju.

Biohemijske analize

Uzorci krvi iz prednje kubitalne vene su uzeti od svih ispitanika posle
dvanaestoasovnog no¢nog gladovanja. Krv je uzeta u epruvete sa EDTA, citratom ili
separacionim gelom. Serum i plazma su odvojeni od krvnih ¢elija u roku od jednog sata,
a uzorci su zatim podeljeni u porcije od 200 pL i ¢uvani u zamrzivacu na -80°C do
izvodenja analiza. Koncentracije ukupnog holesterola (UH), LDL-h, HDL-h, TG,
apolipoproteina B (apoB) 1 apolipoproteina Al (apoAl) odredene su standardnim
biohemijskim metodama.
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Razdvajanje i evaluacija LDL i HDL subfrakcija

Za istovremeno razdvajanje LDL i HDL subfrakcija koriS¢ena je metoda
vertikalne elektroforeze na kompozitnom poliakrilamidnom gradijent (3-31%) gelu (9,
10). Ukratko, elektrofororetsko razdvajanje LDL i HDL subfrakcija se vrSilo u
vertikalnoj kadi Hoefer SE 600 Ruby (Amersham Pharmacia Biotech, Vienna, Austria)
na 8°C u Tris puferu pH 8,35. Za kalibraciju gelova kori$¢eni su tireoglobulin (17,0
nm), feritin (12,2 nm), laktat dehidrogenaza (8,4 nm), albumin (7,1 nm) 1
standardizovana humana plazma sa dve LDL subfrakcije poznatog dijametra (26,99 i
25,52 nm). Denzitometriranje gelova je vrSeno na skeneru Image Scanner (Amersham
Pharmacia Biotech, Vienna, Austria), uz koriS§¢enje programa Image Quant software
(version 5.2;1999; Molecular Dynamics). Na osnovu denzitometrijskog prikaza
odredeni su dominantni LDL i HDL dijametri, te relativni (%) udeo svake pojedinacne
subfrakcije u ukupnom LDL ili HDL profilu ispitanika. Relativni udeo malih, gustih
LDL cestica definisali smo kao zbir relativnih udela svih subfrakcija €iji je dijametar
<25,5 nm, odnosno kao zbir relativnih udela LDL III i LDL IV subfrakcija. Analogno
tome, relativni udeo malih HDL ¢estica je definisan kao zbir relativnih udela subfrakcija

HDL 3a, 3b i1 3¢, odnosno svih subfrakcija ¢iji je dijametar <8,8 nm (11).
Statisticka analiza

Kontinuirani podaci su prikazani kao aritmeticke srednje vrednosti i standardne
devijacije za normalno distribuirane parametre, odnosno kao geometrijske srednje
vrednosti 1 intervali pouzdanosti (CI) za parametre koji nisu normalno distribuirani, ali
im logaritmovane vrednosti prate normalnu raspodelu. Kategoricki podaci su prikazani
kao apsolutne frekvence. Razlike izmedu kontinuiranih varijabli proveravane su
Studentovim t-testom, a izmedu kategori¢kih varijabli upotrebom ¥’ testa (tablice
kontigencije). Za proveru korelacije izmedu razliCitih parametara koriS¢ena je
Spearmanova neparametarska korelaciona analiza, dok je multipla linearna regresiona
analiza primenjena za ispitivanje nezavisnih faktora uticaja na varijacije u veli¢ini LDL
1 HDL cestica.

Rezultati

Opste klinicke 1 demografske karakteristike u€esnika u studiji prikazane su u
Tabeli 1. Evaluacijom nelipidnih faktora rizika za KVB utvrdili smo znacajno vise
vrednosti BMI 1 ve¢i procenat puSaca kod pacijenata. Oc¢ekivano, prevalenca arterijske
hipertenzije je bila veca kod pacijenata. Koncentracija TG bila je znacajno visa u KAB
grupi, dok su koncentracije HDL-h i1 apoAl bile nize. Medutim, nije bilo znacajne
razlike u koncentracijama UH, LDL-h i apoB izmedu posmatranih grupa. Dominantni
dijametri LDL 1 HDL cestica bili su zna¢ajno niZi kod pacijenata u odnosu na kontrolnu
grupu.
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Tabela I Demografske i klini¢ke karakteristike pacijenata sa KAB i kontrolne grupe

Table I Demographic and clinical characteristics of CAD patients and controls

Pacijenti Kontrola pa
(181) (178)
Pol, muskarci (%) 65,2 55,1 0,149
Starost (godine) 56,08 £ 9,10 55,33 +10,43 0,464
BMI (kg/m?) 27,77 £ 3,71 26,21 £ 3,60 <0,001
Pusadi (%) 50,3 29,7 <0,001
Hipertenzija (%) 86,8 455 <0,001
Infarkt miokarda (%) 38,3 0,0 <0,001
Dijabetes melitus (%) 16,6 0,0 <0,001
UH (mmol/L) 5,37 £ 1,11 5,44 + 0,98 0,516
LDL-h (mmol/L) 3,68 + 1,06 3,61+0,92 0,506
HDL-h (mmol/L) 0,82 + 0,21 1,18 £ 0,32 <0,001
2,04 1,36
TG* (mmol/L) (1.91-2.16) (1.27 - 1.45) <0,001
ApoAl (g/L) 1,39 £ 0,29 1,85+ 0,42 <0,001
ApoB (g/L) 1,38+ 0,35 1,32+ 0,31 0,117
Dominantni LDL dijametar (nm) 25,85+1,38 26,62 + 1,09 <0,001
Male, guste LDL cestice (%) 44,76 + 16,78 44,84 + 15,17 0,959
Dominantni HDL dijametar (nm) 9,69 +£1,15 10,30+ 1,09 <0,001
Male HDL cestice (%) 29,7 +17,1 32,7+22,9 0,160

Vrednosti su predstavljene kao aritmeticke srednje vrednosti + standardne devijacije, ili
kao procenti.

* Za TG je prikazana geometrijska srednja vrednost i interval pouzdanosti.

* Uporedivanje je vrSeno Student-t testom za kontinuirane promenljive i y2 testom
(tablice kontingencije) za kategoricke podatke.

Raspodele LDL 1 HDL subfrakcija kod pacijenata i kontrola prikazane su na Slici

1. Pacijenti su imali znac¢ajno ve¢i udeo malih, gustih LDL III subfrakcija, dok je udeo
HDL 2b cestica bio znac¢ajno veci u kontrolnoj grupi.
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Figure 1. Relative proportions of LDL and HDL subclasses in CAD patients and controls
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Povezanost veli¢ine i relativnih udela LDL i HDL subfrakcija sa parametrima
lipidnog statusa u grupi pacijenata sa KAB ispitivane su Spearman-ovom korelacionom
analizom. Utvrdili smo da je koncentracija TG u negativnoj korelaciji sa dijametrima
dominantnih LDL (r= -0,216; P<0,01) i HDL (= -0,141; P<0,05) Cestica, kao i sa
udelom LDL I subfrakcija (r= -0,251; P<0,01). Koncentracija HDL-h je bila u
pozitivnoj korelaciji sa dominantnim LDL dijametrom (r= 0,184; P<0,05) i udelom
LDL T subfrakcija (r= 0,228; P<0,01), a u negativnoj sa udelom malih, gustih LDL III
(r=-0,142; P<0,05) i LDL IV (r= -0,202; P<0,01) Cestica. Sa porastom koncentracije
apoB smanjivao se dominantni dijametar HDL cestica (r= -0,182; P<0,05), dok je sa
porastom koncentracije apoAl rastao dijametar LDL cestica (= 0,184; P<0,05) 1 udeli
LDL I (r= 0,183; P<0,05) i LDL II (r= 0,168; P<0,05), a smanjivao se udeo LDL IV
(r=-0,227; P<0,01) subfrakcija.

Da bi se ispitao nezavisni uticaj lipidnih faktora rizika na veli¢ine LDL 1 HDL
Cestica kod pacijenata sa KAB, ovi parametri su ukljuceni u forward stepwise multiplu
regresionu analizu (Tabela II). U model koji je ispitivao nezavisne faktore uticaja na
LDL dijametar ukljuceni su i dominantni HDL dijametar i relativni udeo malih HDL
subfrakcija (HDL 3a-3c), dok je model za procenu uticaja na dominantni HDL
dijametar uklju¢ivao i dominantni LDL dijametar i relativni udeo malih LDL
subfrakcija (LDL III-IV). Dobijeni rezultati pokazali su da je poviSena koncentracija TG
nezavisno doprinosila smanjenju LDL dijametra. Takode, male HDL cestice su
izdvojene kao nezavisni prediktori LDL dijametara. Analiza je takode pokazala da su
koncentracije TG, UH, HDL-h, apoAl i apoB nezavisne determinante veli¢cine HDL
Cestica.

U daljoj analizi ispitivan je efekat hipertrigliceridemije poredenjem dominantnih
LDL i HDL dijametara i raspodela njihovih subfrakcija izmedu ispitanika sa pozeljnim i
riziénim koncentracijama serumskih TG u obe grupe. U Tabeli III prikazane su razlike u
dominantnim dijametrima i udelima malih, gusttih LDL i HDL <¢estica izmedu
hipertrigliceridemi¢nih 1 normotrigliceridemi¢nih pacijenata, kao 1 razlike izmedu
zdravih ispitanika sa pozeljnim i povisenim koncentracijama TG.

Utvrdili smo da pacijenti sa hipertrigliceridemijom imaju znacajno manji LDL
dijametar, te povetan udeo malih, gustth LDL ¢estica u odnosu na
normotrigliceridemi¢ne pacijente (Tabela III). Kod pacijenata sa povecanom
koncentracijom TG doslo je do znacajnog smanjenja udela LDL I, a povecanja udela
LDL III subfrakcija (Slika 2). U ovoj grupi pacijenata primetan je trend ka smanjenju
HDL dijametra (Tabela III) i preraspodeli HDL subfrakcija ka manjim €esticama (Slika
2). U kontrolnoj grupi ispitanici sa poviSenim koncentracijama TG imali su statisti¢ki
znacajno veci udeo malih, gustih LDL cestica (Tabela III), usled smanjenog udela LDL
I, a pove¢anog udela LDL III subfrakcija (Slika 2). Ovi ispitanici imali su i znacajno
manji udeo HDL 2b subfrakcija (Slika 2).
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Tabela II Stepwise multipla linearna regresiona analiza odnosa izmedu dominantnog dijametra
LDL i HDL subfrakcija i parametara lipidnog statusa

Table II  Stepwise multiple linear regression analysis for the associations of dominant LDL and
HDL diameters with lipid status parameters

Dominantni LDL dijametar’

Nezavisni prediktori B (standardna greska za B) P
TG (mmol/L) -0,213 (0,104) <0,01
Male HDL cCestice (%) -0,269 (0,005) <0,001

Dominantni HDL dijametar

Nezavisni prediktori B (standardna greska za ) P

TG (mmol/L) -0,364 (0,095) <0,001
UH (mmol/L) 0,820 (282) <0,01
HDL-H (mmol/L) -0,420 (0,685) <0,01
apoAl (g/L) 0,251 (0,465) <0,05
apoB (g/L) -0,509 (0,471) <0,001

* U model su ukljuéeni: koncentracija UH, TG, LDL-H, HDL-H, apoB, apoAl, dominantni HDL
dijametar i relativni udeo malih HDL subfrakcija (sve kontinuirane promenljive).

** U model su ukljuceni: koncentracija UH, TG, LDL-H, HDL-H, apoB, apoAl, dominantni LDL
dijametar i relativni udeo malih LDL subfrakcija (sve kontinuirane promenljive).

Tabela III Uticaj hipertrigliceridemije na dominantne dijametre i udeo malih, gustih LDL i
HDL c¢estica kod pacijenata i kontrola
Table III Influence of hypertriglyceridemia on dominant diamaters and relative
proportions of small, dense LDL and HDL particles in CAD patients and controls

KAB Kontrola
TG < 1,69 TG 21,69 TG <1,69 TG 21,69
mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L
Veli¢ina uzorka 58 123 122 56

Dominantni LDL

- 26,36 + 1,54 2561+1,24" 26,30 + 1,19 26,77 +1,01
dijametar (nm)

Male, guste LDL Cestice

(%) 40,5+ 15,7 46,7 +16,9 421 +14,9 50,8+ 14,2
Dominantni HDL 98+ 1.1 97+12 10,4409 101+13
dijametar (nm)

Male HDL &estice (%) 31,8+ 23,1 33,2+230 28,7 + 16,1 31,8 + 19,1

Vrednosti su predstavljene kao aritmeticke srednje vrednosti + standardne devijacije.

Seokok

* P<0,05; " P<0,01; " P<0,001.
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pacijenata sa KAB i u kontrolnoj grupi "P<0,05; **P<0,01.

Figure 2. Influence of hypertriglyceridemia on LDL and HDL subclasses distributions in

CAD patients and controls

469



Diskusija

Poremecaji koncentracije lipida i1 lipoproteina igraju klju¢nu ulogu u razvoju
ateroskleroze. Poznato je da je poviSena koncentracija LDL-h osnovni ¢inilac koji
doprinosi nastanku i progresiji aterosklerotskog plaka (8), medutim sve viSe dokaza
sugeriSe da uloga lipoproteina u razvoju ateroskleroze prevazilazi efekat koji se moze
pripisati samo povecanoj koncentraciji LDL-h (12). Kompletnije razumevanje nudi
termin ,,aterogeni lipoproteinski fenotip” (ALP) ili ,aterogena trijada” (12) koji
podrazumeva tri najceS€e lipidne abnormalnosti koje se sre¢u kod pacijenata sa
uznapredovalom aterosklerozom: povecanu koncentraciju TG, smanjenu koncentraciju
HDL-h 1 prisustvo malih, gustih LDL cestica.

Kada se uporede opste karakteristike pacijenata i kontrolne grupe zdravih
ispitanika (Tabela I), uo€avaju se razlike u lipidnom profilu. Pacijenti su imali izrazito
vise koncentracije TG 1 nize koncentracije HDL-h. Prisustvo ALP-a potvrdeno je
analizom LDL i HDL subfrakcija. Naime, utvrdili smo da pacijenti imaju znacajno
manje LDL dijametre (Tabela I) 1 pomerenu raspodelu LDL subfrakcija ka manjim 1
guS¢im cCesticama (Slika 1). Sli¢no, analiza HDL cestica pokazala je da KAB pacijenti
imaju znacajno manje dijametre, usled smanjenog udela HDL 2b subfrakcija (Tabela I,
Slika 1), §to je saglasno sa rezultatima prethodnih studija (13-15). Klju¢ni element
razvoja ateroskleroze predstavlja modifikacija lipoproteinskih Cestica, zapravo promene
njihovih fizicko-hemijskih karakteristika, koje zatim menjaju njihovu funkciju, odnosno
normalan metabolizam. Brojna fundamentalna istrazivanja, epidemioloske 1 klinicke
studije ukazale su da kvalitet LDL cCestica znacajno uti¢e na njihovu aterogenost (3).
Male, guste LDL cestice se duze zadrzavaju u cirkulaciji 1 lakSe prolaze u subendotelni
prostor, gde su podloZnije oksidaciji, te zbog toga imaju najveci aterogeni potencijal (3).
Takode, aktuelna je hipoteza po kojoj dislipidemija, poviSen nivo oksidativnog stresa ili
inflamacija u neposrednom vaskularnom okruzenju mogu uzrokovati smanjenje, ili ¢ak
potpun izostanak antiaterogenih svojstava HDL cestica (3, 4).

U daljoj analizi ispitivali smo korelacije izmedu LDL 1 HDL subfrakcija 1 lipidnih
parametara. Medu dobijenim rezultatima izdvaja se snazna korelacija izmedu LDL i
HDL dijametara i koncentracije TG, a multipla linearna regresiona analiza dodatno je
pokazala da su TG nezavisan faktor uticaja na veli¢inu LDL i HDL subfrakcija (Tabela
IT). Na ovaj nacin smo potvrdili centralnu ulogu TG u remodelovanju cirkuliSué¢ih
lipoproteinskih cestica (5). Porast koncentracije TG u serumu reflektuje povecéanu
kolic¢inu lipoproteina vrlo niske gustine (VLDL). Dalje, promene u aktivnosti
lipolitickih enzima uti¢u da se VLDL cestice sporije uklanjaju iz cirkulacije. Naime,
aktivnost hepati¢ne lipaze (HL) pozitivno korelira sa koncentracijama TG, apoB i
udelima ve¢ith VLDL i malih LDL cestica (16). Utvrdena je znaajna inverzna
korelacija izmedu aktivnosti postheparinske lipoproteinske lipaze (LPL) 1 LDL
dijametara, dok su smanjenje aktivnosti LPL i povecanje aktivnosti HL dokazane kod
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pacijenata sa dominantno malim, gustim LDL cesticama (17). Konac¢no, u
hipertrigliceridemiji je poja¢ana razmena TG 1 estara holesterola izmedu VLDL, LDL i
HDL Ccestica, pod dejstvom helesterol-estar transfernog proteina (CETP), te nastaju
LDL i HDL cestice koje su bogate TG (18). Njih zatim hidrolizuje HL, §to dalje dovodi
do konverzije vec¢ih subfrakcija u male, guste Cestice. Kao rezultat, male, guste LDL
Cestice se sporije uklanjaju iz cirkulacije, dok je klirens malih HDL cestica povecan (3,
4), Sto se reflektuje kroz smanjenje koncentracije HDL-h. Krajnji efekat je
uspostavljanje ALP-a, karakteristiénog poremecaja metabolizma lipoproteina u klini¢ki
znacajnoj aterosklerozi. U prilog znacaja TG u remodelovanju lipoproteinskih Cestica i
razvoju ateroskleroze govori i1 Cinjenica da se prediktivni znacaj malih, gustih LDL
Cestica u proceni rizika za razvoj KVB znacajno smanjuje kad se TG ukljuce u analizu
(19). Nedavno dobijeni rezultati iz EPIC-Norfolk prospective population studije
pokazali su da se prediktivna vrednost broja i veli¢ine LDL cestica zna¢ajno smanjuje
nakon korekcije za koncentraciju TG i HDL-h (20).

Da bi se dalje istrazio efekat hipertrigliceridemije, analiza je nastavljena
poredenjem veliCine i raspodele LDL i HDL cestica izmedu ispitanika sa pozeljnim i
rizicnim vrednostima serumskih TG. Pacijenti sa hipertrigliceridemijom imali su
znacajno manji LDL dijametar, povec¢an udeo malih, gustih LDL cestica, a uocena je i
tendencija ka smanjenju dijametra i preraspodeli HDL subfrakcija u korist manjih
Cestica (Tabela III, Slika 2). Ukupno wuzevsi, moze se pretpostaviti da je
hipertrigliceridemija u klinicki znacajnoj aterosklerozi udruzena sa malim HDL
Cesticama, koje imaju kompromitovanu antiaterogenu funkciju, te nisu u stanju da
adekvatno sprece modifikaciju nagomilanih malih, gustih LDL ¢estica, §to ¢e doprineti
daljoj progresiji KAB. Cinjenica da smo i u kontrolnoj grupi uoéili pomeranje raspodele
ka manjim dcesticama kod hipertrigliceridemi¢nih ispitanika ukazuje na to da
hipertrigliceridemija sama po sebi uzrokuje promene u metabolizmu LDL i HDL,
nezavisno od statusa bolesti.

Ateroskleroza je kompleksno oboljenje, Sto predstavlja veliki izazov, kako u
prevenciji, tako i u leenju. lako je snizavanje koncentracije LDL-h i dalje primarni cilj
terapije, novije studije ispituju mogucnosti farmakoloskog uticaja na kvalitet LDL
Cestica. Sli¢no, kako je ucinak trenutno dostupnih lekova koji imaju za cilj povecanje
koncentracije HDL-h prili¢no skroman, u kreiranju novih terapijskih strategija tezi se ka
poboljsanju funkcionalnosti HDL cestica. Do sada je potvrdeno da pojedini
hipolipemici imaju povoljan u¢inak na male, guste LDL cestice (21-23). Ovi rezultati
upucuju da modifikacija veli¢ine LDL Cestica moze znacajno usporiti dalji razvoj KVB,
dak i ako se uzmu u obzir ostali lipidni i nelipidni faktori rizika. Stavise, u velikim
klini¢kim ispitivanjima je pokazano da modulacija veli¢ine LDL cestica pod dejstvom
fibrata moZe dovesti do smanjenja rizika za razvoj KVB (24, 25). Budu¢i da fibrati
svoje dejstvo primarno ostvaruju snizavanjem koncentracije TG, ovi rezultati mogu
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posluziti kao jo$ jedan argument da se korekcijom hipertrigliceridemije moze poboljSati
lipoproteinski profil u klini¢ki zna€ajnoj aterosklerozi.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da KAB pacijenti imaju aterogeni profil LDL

i HDL cestica, koji se dodatno pogorSava u prisustvu hipertrigliceridemije. Takode,
utvrdili smo da je koncentracija TG glavni lipidni faktor rizika koji determiniSe koli¢inu
malih, gustih LDL i HDL cestica, §to moZe imati primenu kod definisanja adekvatnih
terapijskih mera u prevenciji buducih kardiovaskularnih dogadaja.
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Summary

Alterations in serum lipoprotein levels contribute to the progression of atherosclerosis in
coronary artery disease (CAD). Screening for the presence of small, dense low-density (LDL)
and high-density lipoprotein (HDL) particles and identification of the factors affecting their
excessive production, could have beneficial effects on reducing the risk of future cardiovascular
events. In this study, we investigated the effect of serum triglyceride concentration on LDL and
HDL size and subclasses in 181 CAD patients and 178 healthy controls. LDL and HDL
particles were separated by polyacrylamide gradient gel electrophoresis, while serum lipid
parameters were determined by routine laboratory methods. CAD patients had significantly
smaller LDL and HDL particle sizes (P<0.001), more LDL III, but less HDL 2b subclasses
(P<0.05) than controls. In CAD group, higher TG levels were associated with smaller LDL and
HDL sizes and lower proportions of LDL I subclasses. Patients with hypertriglyceridemia had
reduced LDL diameters (P<0.01) and higher proportions of small, dense LDL particles (P<0.05)
than normotrigliceridemic patients. In addition, hypertriglyceridemic patients had HDL
subclasses distribution shifted towards smaller particles. Our results indicate that serum TG
level is the main lipid risk factor that determines the amount of small, dense LDL and HDL
particles in CAD.
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Kratak sadrzaj

Test robusnosti metode predstavlja deo validacije metode, a izvodi se na kraju razvoja
metode ili na pocetku validacije. Testiranje robusnosti je uvedeno da bi se izbegli problemi u
medulaboratorijskim ispitivanjima i da bi se definisali faktori koji imaju najveci uticaj na
metodu. Izabrani faktori ispituju se u intervalu koji blago prevazilazi varijacije koje se o¢ekuju
kada se metoda prenosi sa jednog instrumenta/laboratorije na drugi. Za testiranje robusnosti
korisno je primeniti eksperimentalni dizajn. U ovom radu opisana su dva najces¢e koriScena,
Plakett-Burman-ov i frakcioni faktorski dizajn. Takode, opisani su i nacini procene znacajnosti
faktora, zatim nacini izraunavanja intervala neznacajnosti za znacajne faktore, kao 1 postupak
odredivanja parametara za procenu pogodnosti sistema. Ovakav pristup procene robusnosti
metode primenjen je na metodu tecne hromatografije za odredivanje itrakonazola i njegovih
necistoca B 1 F. Robusnost je testirana primenom frakcionog faktorskog dizajna, a analizirana su
cetiri faktora kroz 11 eksperimenata. Sprovodeé¢i i analiziraju¢i sve predlozene korake za
robusnost procenjen je uticaj faktora na faktore rezolucije kao odgovore sistema, definisani su
intervali neznacajnosti i odredeni limiti za proveru pogodnosti sistema predloZzene metode.

Kljucne reci: robusnost; frakcioni faktorski dizajn; itrakonazol; necistoce;
reverzno — fazna te€na hromatografija
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Uvod

Robusnost metode za farmaceutsku analizu mera je njene sposobnosti da se
odupre malim i1 namernim promenama u eksperimentalnim uslovima metode, a ujedno
je 1 mera pouzdanosti metode tokom rutinske primene [1]. Postoji nekoliko definicija
robusnosti koje su veoma slicne, ali se u farmaceutskoj analizi danas najviSe koristi
definicija Medunarodne Konferencije za harmonizaciju tehnickih zahteva za registraciju
farmaceutskih proizvoda za humanu upotrebu (eng. International Conference on
Harmonisation of Technical Requirements for the Registration of Pharmaceuticals for
Human Use — ICH). ICH smernice [1], takode, navode da ,,jedna od posledica procene
robusnosti treba da bude i odredivanje granicnih vrednosti parametara za procenu
pogodnosti sistema, kako bi se obezbedila pouzdanost analiticke metode kada god se
koristi”. Naime, podaci dobijeni iz testa robusnosti mogu se upotrebiti za definisanje
grani¢nih vrednosti parametara za procenu pogodnosti sistema (eng. System Suitability
Tests — SST). Ovakav nacin definisanja SST limita na osnovu eksperimentalnih
podataka pouzdaniji je 1 znacajniji od arbitrarnog pristupa koji se zasniva na iskustvu
analitiCara.

Cilj ovog rada je da se prikaze testiranje robusnosti metode reverzno — fazne tecne
hromatografije (eng. Reversed — Phase High Performance Liquid Chromatography —
RP — HPLC) za odredivanje itrakonazola i njegovih necisto¢a primenom frakcionog
faktorskog dizajna. Pregledom literature ustanovljeno je da nema radova koji opisuju
testiranje robusnosti LC metode za analizu itrakonazola i1 njegovih necisto¢a. Takode,
primena eksperimentalnog dizajna u testiranju robusnosti predstavlja relativno nov
pristup za koji nema puno podataka u literaturi, a posebno kada je re¢ o frakcionom
faktorskom dizajnu. Struktura analiziranog itrakonazola i njegovih necisto¢a oznacenih
kao B 1 F prikazana je na Slici 1.

Itrakonazol je antimikotik i1 kao takav je oficinalan u Ph. Eur. 7, koja za
odredivanje srodnih supstanci propisuje LC metodu sa gradijentnim eluiranjem u
trajanju od 30 minuta uz upotrebu jon par reagensa tetra-butil-amonijum-
hidrogenfosfata [2]. Pored toga, u literaturi je opisana optimizacija metode te¢ne
hromatografije za analizu itrakonazola 1 njegovih 12 necisto¢a [3], ali za predlozeni
postupak nije izvrSena procena robusnosti. Metoda tecne hromatografije primenjena je
za analizu itrakonazola 1 drugih azola u kozmeti¢kim preparatima [4]. Takode, moze se
naci veliki broj radova u kojima su prikazane metode za odredivanje itrakonazola i
njegovog aktivnog metabolita iz bioloSkog materijala [5—8]. Ekiert 1 saradnici [9] dali su
pregled hromatografskih i elektroforetskih metoda koje su koriS¢ene za analizu razli¢itih
triazola, izmedu ostalog 1 itrakonazola. Pored toga, u literaturi je opisana
spektrofotometrijska metoda za odredivanje itrakonazola u supstanci za humanu
upotrebu i tabletama [10].
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Slika 1. Strukturne formule itrakonazola i necisto¢a Bi F
Figure 1. Structures of itraconazole and impurities B and F

Teorija robusnosti

Za procenu robusnosti metoda koje se primenjuju u farmaceutskoj analizi, mogu
se koristiti razli¢ite vrste eksperimentalnog dizajna, a kao najceSc¢e koris¢eni su Plackett
— Burman—ov dizajn [11 — 12]. i frakcioni faktorski dizajn. Oba dizajna, kao skrining
dizajni, omogucavaju procenu uticaja glavnih faktora, $to za procenu robusnosti metode
1 jeste od najveceg znacCaja. S obzirom na to da je u ovom radu primenjen frakcioni
faktorski dizajn, o njemu Ce biti viSe reci.
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Frakcioni faktorski dizajn

Frakcioni faktorski dizajn [13] predstavlja redukovani pun faktorski dizajn, pri
¢emu broj eksperimenata moze biti redukovan za 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 itd. Broj
eksperimenata koji je potrebno izvesti u ovom dizajnu je k"7 gde n oznacava broj
faktora, p veli¢inu frakcije, a k broj nivoa faktora (uglavnom je k& = 2). Frakcioni
faktorski dizajn omogucava da se sa relativno malim brojem eksperimenata ispita uticaj
velikog broja faktora ¢ime se znatno skracuje vreme i cena eksperimenata. Primena
ovog dizajna pogodna je kada Zelimo da ispitamo samo uticaj glavnih faktora, $to je
upravo slucaj u testiranju robusnosti gde se smatra da se uticaji faktorskih interakcija
mogu zanemariti.

Analiza frakcionog faktorskog dizajna

Efekti faktora izraCunavaju se prema slede¢em izrazu [11, 14]:

£ - ZY(?V —/22 Y(-) O

gde je E, efekat odgovarajuéeg faktora, ZY(+) i ZY(—) sume odgovora gde je
Y na ekstremnim (+) i () nivoima, a N broj eksperimenata definisanog dizajna. Za
identifikaciju znacajnih faktora koriste se graficke i statisticke metode.

Graficko tumacenje znacajnosti efekata postize se najées¢e primenom half-normal
probability grafikona [14]. U cilju kreiranja half-normal probability grafikona, efekti su
rangirani u nizu prema svojim apsolutnim vrednostima. ,,Neznacajni” faktori su oni ¢iji
su efekti pozicionirani oko nule, dok efekti znacajnih faktora znatno odstupaju od te
vrednosti. Prema tome, ,,neznacajni” efekti koji imaju normalnu raspodelu sa sredistem
oko nule grupisani su oko prave linije, dok znacajni efekti od te prave odstupaju [11].
lako je upotreba half — normal grafikona preporucljiva u odabiru statisticki znacajnih
efekata, u nekim slucajevima primena Pareto dijagrama takode moze biti korisna i dati

dobre rezultate.
S druge strane, za statistiCku procenu znacajnosti E, Koristi se statisticki t test
[11, 14]:
I
(S.E),

2)

gde je E, efekat odredenog faktora, a (S.E.). standardna greSka efekta. Izracunata
t vrednost se poredi sa tabelarnom vrednosc¢u, #.. Efekti kod kojih je ¢ > #,, su znacajni,
dok vrednosti za ¢ < t,, ukazuju na efekte koji nemaju znacajan utica;.

Iz prethodnog izraza mozZe se izvesti izraz za odredivanje kriticne vrednosti E
(Exritizno):
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Ekriticno = tiab (S.E.)e (3)

gde je Exitieno kritiCni efekat odgovora [10]. Efekti faktora smatraju se znacajnim
ako je |Ey| > Euiteno- Vrednost fp zavisi od broja stepeni slobode (eng. Degree of
Fredom — D. F.) za (S.E.) 1 primenjenog nivoa znacajnosti a. Greska (S.E.). moze biti
procenjena na razlicite nacine, a ovde ¢e biti opisan 1 primenjen Dong—ov algoritam.

Dong — ov algoritam [11] podrazumeva da se inicijalna procena greSke bazirana
na svim efektima dobija iz izraza:

so= 1,5 x medijana | E{ 4)

gde je E; vrednost efekta i. Dalje, iz sy izraCunava se standardna greska (s;) prema
izrazu:

5=V 2E; (5)

gde je E; efekat ¢ija je apsolutna vrednost manja ili jednaka 2,5 x s, a m je broj
takvih efekata. Zatim se s; koristi za racunanje tzv. granice greske (eng. Margin of
Error — ME), koja je jednaka kriticnom efektu:

Eliticno = ME = t(1_a/2,d1) X S1 (6)

gde je df = m, a 0=0,05 ili 0,01. Efekti faktora su znacajni ako je vrednost |EX | >
ME.

Odredivanje intervala u kojem faktor sa znacajnim uticajem ne ispoljava efekat

Kada faktor ima znacajan efekat na odgovor, postavlja se pitanje u kom intervalu
nivoi faktora treba da budu kontrolisani da bi se eliminisao efekat [11]. Ovaj interval
definiSe do kog stepena je moguce varirati faktore sa znacajnim uticajem, a da to ne
uti¢e na odgovor sistema, §to je od velikog znacaja kod postavljanja metode u rutinskoj
analizi. Ovi nivoi se racunaju na sledeci nacin:

‘X(I) _X(—l) E iicar ‘X(l) _X(—l) E

- R AN

critical (7)

gde su X(g), X(1y1 X(.1)stvarne vrednosti faktora za nivoe (0), (1) 1 (-1).
Definisanje limita za procenu pogodnosti sistema (SST limita)

Na osnovu ICH smernica preporucuje se da se SST limiti odreduju upotrebom

,uslovi sa najgorim odgovorom” [15]. ,,Uslovi sa najgorim odgovorom” predvidaju se
iz izraCunatih efekata, tako da u stvari predstavljaju kombinaciju faktora koja rezultuje
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najnizim faktorom rezolucije. Da bi se definisali ,,uslovi sa najgorim odgovorom”,
uzimaju se u obzir samo statisti¢ki znacajni faktori (na a = 0,05), a izraz koji se koristi
za izraCunavanje glasi:

Er EF, EF,

Y =b,+ «Fy + «Fo+ ...+

+Fi (8)

U izrazu (8), Y predstavlja odgovor, by srednju vrednost odgovora dobijenih iz
dizajna, Ep; efekat faktora koji se uzima kao eksperiment koji je rezultovao najgorim
retencionim parametrima i F; nivo tog faktora (—1 ili +1). Faktori koji nisu znacajni

odrZzavaju se na nominalnoj vrednosti (Fx = 0). Dobijena vrednost odgovora Y
istovremeno predstavlja i SST limit za dati odgovor.

Eksperimentalni deo

Hromatografski sistem. Analiza je vrSena na hromatografskom sistemu Waters
Breeze koji se sastoji iz Waters 1525 binarne HPLC pumpe, Waters 2487 UV/VIS
detektora i Breeze Software, Windows XP za prikupljanje i obradu podataka.

Reagensi. Za pripremu mobilne faze i rastvora koriS¢eni su reagensi HPLC
¢istoce: acetonitril (Sigma Aldrich, Nemacka), tetrahidrofuran (J. 7. Backer, Holandija),
koncentrovana orto-fosforna kiselina (Merck, Nemacka) 1 voda HPLC kvaliteta
dobijena sistemom Millipore.

Standardi. Ttrakonazol, radni standard, Chemo, Quimica Sintética, Spanija,
Necistoce itrakonazola (B, F), radni standardi, Chemo, Quimica Sintética, Spanija.

Rastvori. Osnovni rastvor itrakonazola koncentracije 2 mg/mL i necisto¢a B i F
koncentracije 0,01 mg/mL pripremljeni su rastvaranjem odgovaraju¢e koli¢ine
standarda u smes$i metanol-tetrahidrofuran 50:50 V/V. Dalja razblazivanja su vrSena u
smeSi ACN — H,O 70:30, pH 3,5, pri ¢emu su dobijene koncentracije radnih rastvora za
itrakonazol 200 pg/mL, a za necistoée B 1 F 1 pug/mL. Mobilne faze za procenu
robusnosti pripremljene su prema planu eksperimenata prikazanog u Tabeli 1.
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Tabela I  Plan eksperimenata za testiranje robusnosti i dobijeni rezultati za faktor rezolucije
TableI  Plan of experiments for robustness testing

Eksperiment A B C D R, R,
1 48 2,3 28 0,9 12,861 2,518
2 52 2,3 28 1,1 11,539 2,405
3 48 2,7 28 1,1 14,193 2,664
4 52 2,7 28 0,9 13,583 2,201
5 48 2,3 32 1,1 12,121 2,381
6 52 2,3 32 0,9 12,906 2,127
7 48 2,7 32 0,9 15,207 2,790
8 52 2,7 32 1,1 11,028 2,008
9 50 2,5 30 1,0 13,597 2,474
10 50 2,5 30 1,0 13,584 2,474
11 50 2,5 30 1,0 13,614 2,476

A —sadrzaj acetonitrila (%);

B — pH vodene faze;

C — temperatura (°C);

D — protok (ml/min)

R,— faktor rezolucije izmedu necistoce B i itrakonzola;
R,— faktor rezolucije izmedu itrakonazola i necisto¢e F

Optimalni hromatografski uslovi. Kolona: Zorbax Eclipse plus XDB — C18 (150
mm X 4,6 mm i 5 pum veli€ine Cestica, mobilna faza smesa acetonitrila — vode u odnosu
50 : 50 V/V, pH mobilne faze 2,5 podesen koncentrovanom orto-fosfornom kiselinom.
Protok mobilne faze je 1 mL/min, temperatura kolone 30 °C i talasna duzina detekcije
256 nm.

Rezultati i diskusija

Testiranje robusnosti metode predstavlja sloZzen postupak koji se mora sprovesti
sistemati¢no u viSe koraka koji podrazumevaju: izbor faktora koji ¢e biti testirani,
definisanje nivoa faktora, izbor eksperimentalnog dizajna, definisanje eksperimentalnog
protokola, definisanje odgovora koji ¢e se pratiti, izvodenje eksperimenata i odredivanje
odgovora metode, izraCunavanje efekata, statistiCka i/ili graficka analiza efekata i
izvodenje hemijski relevantnih zakljucaka iz statisticke analize, a ukoliko je potrebno,
preduzimanje mera za poboljSanje metode.

U ovom radu, opisano je sistemati¢no izvodenje testa robusnosti za metodu RP —
HPLC za analizu itrakonazola i njegove dve necistoce B 1 F. Test robusnosti ranije se
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izvodio na kraju postupka validacije, ali kako postoji rizik da se pokaze da metoda nije
robusna, u tom slu¢aju metoda se mora ponovo postaviti i optimizirati, pa je preporuka
da se izvodi na samom pocetku validacije, tj. nakon optimizacije. Za razdvajanje
ispitivanih jedinjenja postavljeni su optimalni hromatografski uslovi koji su navedeni u
eksperimentalnom delu. Hromatogram itrakonazola 1 njegovih necistoa pod
optimalnim hromatografskim uslovima prikazan je na Slici 2.
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Slika 2. Hromatogram u centralnoj tacki frakcionog faktorskog dizajna
(neistoca B (t,= 5,413 min), itrakonazol (t,= 10,232 min) i
necistoéa F (t,= 11,403 min)) pri optimalnim hromatografskim uslovima:
acetonitril — voda (50:50 V/V), pH vodene faze 2,5, temperatura kolone 30 °C,
protok 1 mL/min i talasna duZina detekcije A =256 nm.

Figure 2. Chromatogram in central point of fractional factorial design (impurity
B (t,= 5.413 min), itraconazole (t,= 10.232 min) and impurity F (t,= 11.403 min)
under the following chromatographic conditions: acetonitrile — water (50:50 v/v),
pH of the aqueous phase adjusted to 2.5, column temperature 30 °C,
flow rate 1 mL min™ and A = 256 nm

Definisani optimalni uslovi bili su osnova za pravljenje plana za izvodenje testa
robusnosti. Za pocetak, kao faktori koji ¢e se ispitivati u testu robusnosti izabrani su
sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%), pH mobilne faze, temperatura kolone (°C) i
protok (mL/min). S obzirom da testiranje robusnosti podrazumeva proveru ponasanja
sistema koje nastaje malim i namernim promenama eksperimentalnih uslova metode,
nivoi ispitivanja faktora biraju se tako da imaju mala variranja u odnosu na optimalne
uslove. Tako je za acetonitril odabrano variranje + 2 %, za pH vrednost mobilne faze +
0,2 pH jedinice, za temperaturu 2 °C i za protok £ 0,1 mL/min. Nakon toga, odabran
je eksperimentalni dizajn kojim ¢e se ovi faktori testirati. Za odabrana 4 faktora izabran
je frakcioni faktorski dizajn 2*'. Za ovaj dizajn je potrebno izvesti 8 eksperimenata, ali
u cilju provere linearnosti ponasanja odgovora, potrebno je dodati i odredeni broj
ponavljanja u centralnoj tacki. U ovom slucaju uradena su tri ponavljanja tako da je
izvedeno ukupno 11 eksperimenata. Plan eksperimenta, kao i1 faktori i njihovi nivoi
prikazani su u Tabeli I. Na ovaj nacin definisan je eksperimentalni protokol. Sledeci
korak podrazumeva izbor odgovora koji ¢e se pratiti. Kako faktor rezolucije (R)
najbolje definiSe hromatografsko razdvajanje komponenti, samim tim je najbolji
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pokazatelj ponasanja nekog hromatografskog sistema, to je on odabran kao odgovor
koji ¢e se pratiti.

Kada su definisani faktori, njihovi nivoi, plan eksperimenta i odgovor sistema koji
¢e se pratiti pristupilo se izvodenju eksperimenata prema planu datom u Tabeli I.
Eksperimenti su izvedeni randomizirano — nasumi¢no c¢ime je izbegnut uticaj
nekontrolisanih faktora koji postoje u svakom sistemu. Dobijeni rezultati za R; 1 R, dati
suu Tabeli I.

Nakon toga, ispitan je uticaj faktora 1 to primenom statisticke (Dong—ov
algoritam) i1 grafickih metoda (Pareto dijagrami i half — normal probability grafikoni).
Znacajnost uticaja faktora najpre je procenjena primenom Dong—ovog algoritma.

Nacini izraCunavanja i odgovarajuci obrasci dati su u teorijskom delu uvoda, a dobijeni
rezultati prikazani su u Tabeli 11

Tabela II Efekti faktora i rezultati za Eyiieno
Table II  Factor effects and results for Eejigical

Faktori R, R,
A -1,33 -0,4
B 1,15 -0,058
Cc -0,23 -0,12
D -1,42 -0,044
Exiticno (0=0,05) 3,153 0,258

A — koncentracija acetonitrila (%);

B — pH vodene faze;

C — temperatura (°C);

D — protok (ml/min)

R,— faktor rezolucije izmedu necistoce B i itrakonzola;

R,— faktor rezolucije izmedu itrakonazola i necisto¢e F

Statisticka procena efekata pokazuje da se odgovor R; ponasa robusno u
ispitivanom opsegu, tj. sve vrednosti efekata imaju nize vrednosti od Eyitieno za
verovatnoc¢u 0,05 Sto pokazuje da uticaj ispitivanih faktora nije znacajan. S druge strane,
uticaj sadrZaja acetonitrila u mobilnoj fazi je znacajan (vrednost efekta veca je od
kriticne vrednosti) za odgovor R, dok je odgovor robustan na promene ostalih
ispitivanih faktora.

Postoji preporuka da se procena uticaja faktora uvek vr$i na viSe nacina, tj.
najmanje primenom dve vrste metoda (statistickih 1 grafickih). Zato je ovde izvrSena
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procena faktorskih efekata primenom Pareto dijagrama i half — normal probability
grafikona koji su prikazani na Slici 3.
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Slika 3. A. Pareto dijagram za faktor rezolucije R;; B. Pareto dijagram za faktor rezolucije
R,; C. half — normal probability grafikon za faktor rezolucije Ry;
D. half — normal probability grafikon za faktor rezolucije R,

Figure 3. A. Pareto diagrame for resolution factor R;; B. Pareto diagrame for resolution
factor Ry; C. half-normal probability graph for resolution factor Ry;
D. half-normal probability graph for resolution factor R,

Sa Slike 3 (A 1 B) moze se zakljuciti da je prema Pareto dijagramu odgovor R;
robustan, tj. vrednosti efekata faktora su nize od odgovarajuceg ¢ — limita. Za odgovor
R, faktor A je identifikovan kao znaCajan. S druge strane, half — normal probability
grafikoni (Slika 3 C 1 3 D) pokazuju da je odgovor R; osetljiv na promene faktora A i D,
dok je odgovor R; osetljiv na promenu faktora A i C.

Upotrebom Dong—ovog algoritma izveden je zaklju¢ak da je osetljiv samo
odgovor R, na faktor A.

Dobijeni razli€iti rezultati analizom robusnosti iz dva grafi¢ka pristupa 1 jednim
statistickim pristupom (Dongovim algoritmom) u skladu su sa na¢inom na koji razliciti
prisuti procenjuju kritican efekat. Naime, Dongov algoritam meri odstupanja efekata
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faktora od vecine efekata koje su pokazali ostali faktori. Sa druge strane, tumacenje
znacajnosti faktora primenom grafickih metoda moze biti prili¢no arbitrarno, stoga je
preporucljivo da se oni koriste kao potvrda statistiCke interpretacije, ali ne i kao jedini
pouzdani nacin za identifikaciju znaajnih faktora. U sluc¢aju odgovora R;, moze se
primetiti da veéina faktora ima ujednaCen efekat na odgovor, stoga Dongovim
algoritmom nijedan faktor nije identifikovan kao znaCajan. Pareto dijagram je dao
saglasne rezultate. Half-normal probability plot je idenitifikovao faktore A i D kao
potenciajlno znacajne, ali kako njihovo odstupanje od prave linije nije drasti¢no veliko,
moze se smatrati da oni imaju nesto veci uticaj u odnosu na ostale faktore, ali da se ne
moraju smatrati znacajnim. Stoga je zakljuceno da je odgovor R; robustan na ispitivane
faktore. Kada je re¢ o odgovoru R,, Dongov algoritam i Pareto dijagram identifikovali
su faktor A kao znacajan. Half-normal probability plot je potvrdio znacajnost faktora A,
ali je ukazao i na potencijalnu znacajnost faktora C. Zbog ve¢ naglasene subjektivne
interpretacije rezltata ovim pristupom, izveden je zakljucak da se kao definitivno
znacajan faktor za odgovor R, moZze smatrati faktor A.

Prednost pristupa testiranju robusnosti primenom eksperimentalnog dizajna
ogleda se 1 u mogucnosti izracunavanja intervala u kojem faktori sa znacajnim uticajem
ne ispoljavaju efekat. Upotrebom Dong—ovog algoritma izveden je zakljucak da je
osetljiv samo odgovor R, na faktor A, u skladu sa ¢ime je prema izrazu 7 izracunat dati
interval koji iznosi 48,71 — 51,29. To znaci, da se faktor A moze menjati u naznacenom
intervalu, a da se pri tome odgovor R, ne menja znacajno 1 da je u okviru njega metoda
robusna.

Potom je odreden SST limit. U Tabeli III, prikazani su nivoi faktora na kojima je

vrednosti SST limita i prikazane u Tabeli I11.

Tabela III Faktorski nivoi za ,,najgori sluc¢aj” i SST limiti

Table 111 Factor levels for ,,the worst case experiment” and SST limits
Odgovori
Faktori R, R,
A +1 +1
B +1 +1
Cc +1 +1
D +1 +1
SST limiti 13,112 2,211
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A — sadrzaj acetonitrila (%);

B — pH vodene faze;

C — temperatura (°C);

D — protok (ml/min)

R,— faktor rezolucije izmedu necistoce B i itrakonzola;

R,— faktor rezolucije izmedu itrakonazola i necistoce F

Na ovaj nacin izvrSena je procena robusnosti metode tecne hromatografije za
analizu itrakonazola i njegovih necisto¢a. Takode, iz istog seta podataka dobijene su i
vrednosti intervala u kojem faktori sa znacajnim uticajem ne ispoljavaju efekat, kao i
odgovaraju¢i limiti za procenu pogodnosti sistema. Pristup koji ukljucuje
eksperimentalni dizajn omogucio je da se iz rezultata dobijenih iz relativno malog broja
dobro isplaniranih eksperimenata dobije veliki broj podataka koju su znaCajni za
postavljenu RP — HPLC metodu.

Zakljucak

U radu je opisan sistemati¢an pristup testiranju robusnosti metode RP — HPLC za
analizu itrakonazola i njegove dve necisto¢e B i F. Izabrani faktori ispitivani su
primenom frakcionog faktorskog dizajna 2*' a robusnost postavljene metode
procenjena je primenom statistickih i grafickih postupaka. Prema Pareto dijagramima
metoda je robusna na promene faktora u ispitivanom opsegu, dok je analiza half —
normal probability grafikona pokazala vecu osetljivost metode na ispitivane faktore.
Konaéna procena robusnosti uradena je primenom Dong—ovog algoritma koji je
pokazao da je posmatrani odgovor sistema (faktor rezolucije) osetljiv na promenu
sadrzaja acetonitrila u mobilnoj fazi. Na osnovu dobijenih rezultata definisan je interval
u okviru kojeg se moze menjati sadrzaj acetonitrila a da to nema znacajan uticaj na
odgovor sistema. Takode, na osnovu dobijenih rezultata definisan je parametar za
proveru pogodnosti sistema (rezolucija izmedu itrakonazola i necistoce F treba da bude
najmanje 2,2).
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Summary

Test of robustness is a part of the method validation and it is carried out in the end of the
method development or in the beginning of the method validation. The purpose of robustness
testing is to avoid problems in interlaboratory studies and to define parameters with the greatest
impact on the method. The chosen factors are investigated within the range that slightly exceeds
the expected variations when the method is transferred from one instrument/laboratory to
another. The application of experimental design is recommended to perform robustness testing
and two most often utilized - Plackett-Burman and fractional factorial design - are described.
Furthermore, the manners of evaluation of factor significance, the methods for calculation of the
range of insignificance for significant factors and the procedure for determination of system
suitability test parameters are described. Such an approach of robustness testing was applied to
the high performance liquid chromatographic method for determination of itraconazole and its
impurities B and F. The robustness is tested by using fractional factorial design and 4 factors in
11 experiments were analyzed. After the application and the analysis of all the suggested steps
for robustness, the impact of factors on the system responses was evaluated, insignificance
ranges were defined and system suitability test limits for suggested method were determined.

Key words: Robustness; fractional factorial design; itraconazole; impurities;
liquid chromatography
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Kratak sadrzaj

Osobe sa potvrdenom dijagnozom koronarne bolesti zahtevaju dugotrajno lecenje, koje
pored upotrebe lekova za sekundarnu prevenciju, obuhvata modifikaciju faktora rizika, promenu
stila zivota i odgovarajucu ishranu koja se moze dopuniti dijetetskim suplementima. Cilj ovog
rada je bio analizirati moguc¢nost vece upotrebe crvenog pirinca u farmaceutskoj praksi na
osnovu dokazanih pozitivnih uticaja na kardiovaskularni sistem. Aktivni sastojak ekstrakta
crvenog pirinca je lovastatin, koji je poznat kao lek za kontrolu dislipidemija. U radu je dat
prikaz rezultata iz odgovarajucih studija o povoljnim efektima dijetetskih suplemenata koji
sadrze ekstrakt crvenog pirinca, pre svega na snizavanje holesterolemije. Za ces¢u primenu ovih
suplemenata u farmaceutskoj praksi, potrebni su dokazi iz studija koje duze traju i njihovo
poznavanje od strane lekara i farmaceuta.

Kljucne reci:  crveni pirinac, kardiovaskularne bolesti, dijetetski suplementi
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Uvod

Ishrana bitno uti¢e na mnoge od promenljivih faktora rizika za kardiovaskularne
bolesti (1), tako da Svetska zdravstvena organizacija (SZO) i druge medunarodne i
nacionalne organizacije ulazu velike napore kako bi promovisale poZeljan naCin ishrane
1 stil zivota kod §to veceg broja stanovnika i time smanjile optere¢enje zdravstvenih
sluzbi. Preporuke za pravilnu ishranu (smernice, vodi¢i) se neprestano menjaju i
uskladuju sa najnovijim naucnim saznanjima, karakteristikama i1 uslovima Zivota
lokalnog stanovniStva, a zdravstveni radnici imaju odlucuju¢u ulogu u formiranju
pravilnih navika u ishrani.

Pojedini sastojci hrane imaju poseban znacaj u prevenciji 1 kontroli
kardiovaskularnih bolesti, posebno oni kojima se pripisuje odgovarajuéi uticaj na
dislipidemije i aterogenezu (2). Utvrdeno je da snizavanje nivoa LDL-holesterola u krvi
za 10% dovodi do 25%-tnog smanjivanja incidence ishemijske bolesti srca (3). Takode,
dokazano je da kombinacija dijetetskih suplemenata sa odgovaraju¢om ishranom dovodi
do poboljsanja kontrole metabolizma lipida (4), tako da se kod mnogih nutraceutika 1
dijetetskih suplemenata koji su danas prisutni na trziStu i u klini¢koj praksi potenciraju
njihovi pozitivni dislipidemijski efekti.

Cilj rada je bio analizirati mogu¢nost vece upotrebe crvenog pirina u
farmaceutskoj praksi na osnovu dokazanih pozitivnih uticaja na zdravlje.

Nutritivni i zdravstveni znacaj crvenog pirinc¢a

Crveni (fermentisani) pirina¢ se tradicionalno pravi potapanjem zrna pirinca u
vodu do potpunog zasicenja, a zatim fermentacijom gljivicama Monascus purpureus,
koje menjaju boju pirinca u purpurnu.

Energetska vrednost jedne porcije (1/4 Solje) crvenog pirin¢a (oko 220 kcal)
zamenjuje otprilike jedno parCe hleba. Kao i kod ostalih zitarica, glavni energetski
sastojak u crvenom pirincu su ugljeni hidrati (185 kcal u jednoj porciji), pretezno skrob,
tako da je ova namirnica lako svarljiva. Mnogo manje ima proteina (20 kcal u jednoj
porciji) 1 masti, i to isklju¢ivo nezasi¢enih (15 kcal u jednoj porciji).

Crveni pirina¢ sadrzi brojne minerale (kalijum, fosfor, magnezijum, kalcijum,
mangan, gvozde, bakar, cink, fluor, kobalt) i vitamine (vitamine B grupe i vitamin E).
Priprema se kuvanjem na tihoj vatri 45 minuta u odnosu sa vodom 1:2.

U tradicionalnoj kineskoj medicini crveni pirina¢ koristio se kao lek jo§ tokom
vladavine Ming dinastije (5). Poznata je njegova upotreba kod problema sa varenjem,
Sto je logi¢no budu¢i da pirinana voda ima antidijaroi¢ne efekte, a pirinano brasno se
koristi u ishrani odoj¢adi. Takode, prema kineskoj medicini, redovna upotreba crvenog
pirin¢a jaca slezinu, popravlja cirkulaciju i povoljno deluje na srce.
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Povoljno delovanje crvenog pirinca na kardiovaskularni sistem poti¢e od
izoflavona, koji imaju antioksidativna svojstva, sterola (blokiraju apsorpciju holesterola
u digestivnom traktu) i  poliketida, koji su sekundarni metaboliti gljivice tzv.
monakolini. Od devet poznatih monakolina - prirodnih statina (6-8), najaktivniji i
preovladavajuci u crvenom pirincu je Monakolin K (hemijski identian lovastatinu),
koji inhibira hepaticnu HMG-CoA reduktazu, a verovatno ima i1 dodatne mehanizme,

koji nisu potpuno poznati (Slika 1).
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Slika 1. Hemijska formula monakolina K (lovastatin)
Figure 1. Chemical structure of monocolin K (lovastatin)

Pretpostavlja se da upravo kombinacija monakolina i ostalih jedinstvenih
sastojaka dovodi do pozitivnih efekata crvenog pirinéa na srce. Mnogi pacijenti
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preferiraju prirodne preparate u odnosu na hemijski sintetisane supstance, sa neosporno
jacim dejstvom, pa tim viSe treba istraziti preparate koji eventualno slicno deluju kao
lekovi.

Kardiovaskularni efekti crvenog pirinca

U poslednje dve decenije istrazivaci u razli¢itim zemljama uglavnom su ispitivali
dejstvo crvenog pirinca na hiperlipidemije, a rezultati o tome se mogu naci u uglednim
nau¢nim ¢asopisima.

Meta-analiza kojom su obuhvaéene 93 randomizovane prospektivne studije sa
9625 pacijenata potvrdila je korisne efekte 1 bezbednost ispitanih preparata koji su
sadrzali crveni pirina¢ na modifikaciju lipidnog statusa kod primarne hiperlipidemije,
kao 1 njthovu superiornost u odnosu na nikotinsku kiselinu 1 riblja ulja, a jednako ili
slabije dejstvo u odnosu na fenofibrate i1 gemfibrozil (9).

Kod pacijenata koji su uzimali ekstrakt crvenog pirin¢a 4 meseca, LDL-holesterol
je bio znaajno smanjen (23.0%), kao 1 ukupni holesterol (15.5%) u poredenju sa
placebom i nisu zabelezena neZeljena dejstva (10). U drugoj studiji, posle 12 nedelja
uzimanja dijetetskog suplementa sa crvenim pirincem ukupni holesterol u krvi je snizen
18%, LDL-holesterol -23%, a sniZeni su i trigliceridi u poredenju sa placebom (7).

Crveni pirina¢ je jedna od strategija i dobra alternativa za pacijente koji su
intolerantni na terapiju statinima (11-13).

Kod 62 pacijenta koji su prestali da piju statine zbog mialgija, a zatim su dva puta
dnevno u trajanju od 6 meseci uzimali ekstrakt crvenog pirinc¢a (1800 mg) ili placebo,
prosecno snizenje LDL iznosilo je 21%, a ukupnog holesterola - 16%, s tim da mialgije
1 poremecaji rada jetre nisu zabelezeni (14). Isti autor je, u drugoj studiji, uporedno
pratio dejstvo 40 mg simvastatina 1 izmene Zivotnog stila (pre svega ishrane), uz
upotrebu ekstrakta crvenog pirinca (1200-1800 mg dva puta dnevno, u zavisnosti od
LDL nivoa) i ribljeg ulja, 1 kod obe grupe ispitanika potvrdeno je sniZzavanje LDL
holesterola za 40% (15).

Kod starijih pacijenata sa hiperholesterolemijom 1 visokim LDL-om,
intolerantnim na statine, crveni pirina¢ u kombinaciji  sa drugim dijetetskim
suplementima (16) znacajno smanjuje holesterolemiju (-20%) i LDL-C (-31%), a
popravljena je 1 insulinska rezistencija (-10%). Ekstrakt crvenog pirin¢a u kombinaciji
sa polikozanolom popravlja efikasnost dijete kod osoba sa hiperholesterolemijom (17).
Nedavna, dobro dizajnirana studija koja je pratila 1751 pacijenta sa dislipidemijama
dokazala je da promena nacina ishrane u kombinaciji sa prirodnim nutraceuticima, koji
u osnovi imaju crveni pirinaé, polikozanol 1 berberin (nalazi se u vinovoj lozi 1 pored
snizavanje holesterola, uti€e 1 na sniZzavanje triglicerida!), mogu znacajnije popraviti
lipidni profil u odnosu na primenu samo dijete (18).
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Crveni pirina¢ se moze koristiti i u sekundarnoj prevenciji kardiovaskularnih
bolesti. Prema kineskim istraZzivaima, ekstrakt crvenog pirin¢a smanjuje koronarnu
smrtnost posle infarkta miokarda za 32%, kao i rizik od novog sréanog udara bez
smrtnih posledica za skoro 70% (19). Primena preparata crvenog pirinc¢a kod pacijenata
sa akutnim koronarnim sindromom u ranom stadijumu, poboljSava endotelijalnu
funkciju (20-22), smiruje inflamatorni odgovor (23) i1 dovodi do stabilizacije
ateromatoznog plaka. Takode, kod istih pacijenata dolazi do brzog snizavanja nivoa C-
reaktivnog proteina (tokom 24 h) i popravljanja lipidnog profila za 2 nedelje (24). lako
prvenstveno deluje na holesterol, crveni pirina¢ moze se koristii i u leCenju pacijenata sa
koronarnom boleS¢u sa normalnim i blago povecanim trigliceridima (25).

Ekstrakt crvenog pirina povoljno deluje 1 kod pacijenata sa aneurizmom
abdominalne aorte (26). Delimi¢no objaSnjenje za kardioprotektivne efekte crvenog
pirina moZe biti inhibicija hiperkoagulacije 1 ekspresija inhibitora aktivacije
spoljasnjeg puta koagulacije (27).

Cak i kod dece sa hiperholesterolemijom crveni pirina¢ (u dijetetskom suplementu
sa polikozanolom) se pokazao kao efektivan, bezbedan i dobro tolerantan (28).

Za sada nije dokazan povoljan efekat crvenog pirin¢a na krvni pritisak (29).

U sporadi¢nim istrazivanjima (30-32) je dokazano da ekstrakt crvenog pirinca ima
antitumorske efekte, a povoljno deluje i na kosti (33,34), pre svega stimulacijom
¢elijske proliferacije 1 aktivnosti alkalne fosfataze u osteoblastima.

Zbog povecanog interesa za komplementarnu i alternativhu medicinu (35), a
posebno nakon zavrSetka nekoliko dobro kontrolisanih studija koje su potvrdile
sigurnost 1 efikasnost ekstrakta crvenog pirin¢a kod razli¢itih grupa ispitanika, upotreba
ovog dijetetskog suplementa je sve ¢es¢a u klini¢koj praksi. Posebno obecava njegova
uloga kao alternative za kontrolu lipidemije kod pacijenata koji odbijaju ili ne mogu da
uzimaju statine iz bilo kog razloga (36).

Znacaj standardizacije preparata crvenog pirinc¢a

Zbog nepostojanja standardizacije 1 odgovaraju¢ih zakonskih propisa za preparate
koji sadrZe ekstrakt crvenog pirinca, sadrzaj monakolina K u komercijalnim preparatima
moze da varira (37), ali je u svakom sluaju mnogo nizi u odnosu na standardnu
preporucenu pocetnu dozu lovastatina (38). Istrazivanja sprovedena u nezavisnim
laboratorijama su dokazala veliku razliku izmedu nadenog sadrzaja monakolina K u
dijetetskim suplementima 1 koli¢ine koja stoji u deklaraciji. Problem nedostatka
standardizacije (procesa koji ujednacava sadrzaj lekovitih materija u jedinici mere
preparata) prisutan je 1 ovde, kao i kod mnogih drugih dijetetskih suplemenata.
Standardizaciju monakolina K u preparatima sa ekstraktom crvenog pirin¢a oteZavaju
razli€iti uslovi proizvodnje, kompleksnost sastava sastojaka iz prirodnih izvora, od kojih
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mnogi imaju nepoznatu ulogu u farmakoloskom smislu, razli¢ito sprovodenje postupaka
provere kvaliteta od strane proizvodaca i dr. U razvijenim zemljama gde je trZiSte
suplemenata razvijeno, postoji velika konkurencija medu proizvodac¢ima, koji su
primorani da unapreduju kontinuirano kvalitet svojih proizvoda.

Vazno je ispitivanje prisustva mikotoksina citrinina (45), koji je nefrotoksican,
mutagen i genotoksican, a prema nekim istrazivanjima moze se naci u tre¢ini dijetetskih
suplemenata koji sadrze ekstrakt crvenog pirinca (37,46).

Od izuzetne je vaznosti pravilno deklarisanje dijetetskih suplemenata. Evropska
komisija je zatrazila i dobila stru¢no misljenje Evropskog autoriteta za bezbednost hrane
(EFSA) o nauc¢noj zasnovanosti zdravstvenih izjava u vezi sa monakolinom K iz
crvenog fermentisanog pirin¢a i odrzavanja normalnog nivoa LDL holesterola u krvi. U
dokumentu iz 2011. godine (39) EFSA zakljucuje da postoji dokazana meduzavisnost
izmedu upotrebe monakolina K iz fermentisanog crvenog pirin¢a 1 odrzavanja
normalnih koncentracija LDL-holesterola u krvi, §to se moZe navesti na deklaraciji. Za
pomenuti efekat je potrebno 10mg monakolina K dnevno za odrasle.

NezZeljena dejstva i interakcije ekstrakta crvenog pirinca

Iako je prirodni preparat i proizvodi se u kontrolisanim uslovima, ekstrakt crvenog
pirinca moze dati retke nezeljene efekte kao Sto su akutni hepatitis (39,40), miopatija
(41,42) 1 anafilakti¢na reakcija (43).

Posebnu paZnju treba obratiti na pacijente koji su iskusili nuspojave na statine,
zbog toga §to neki od njih mogu razviti ozbiljna nezeljena dejstva 1 na najmanju dozu
statina. Lovastatin, koji se u dijetetskim suplementima nalazi u niZoj dozi u odnosu na
registrovane lekove, poseduje odredeni rizik za pojavu nezeljenih efekata kod takvih
pacijenata. Cinioci koji uti¢u na &eiée javljanje nezeljenih pojava lovastatina su uzrast,
funkcija jetre 1 bubrega, multisistemske bolesti, pothranjenost, neregulisan
hipotireoidizam, istovremena primena lekova koji ulaze u interakcije sa statinima i
farmakogenetska predispozicija (19). Sigurnost pacijenta moze obezbediti samo lekar
koji procenjuje odnos koristi i rizika uzimanja preparata koji sadrze lovastatin, bilo da
se radi o lekovima ili o dijetetskim suplementima. Lekar moZe, nakon detaljne obrade
pacijenta sa visokim kardiovaskularnim rizikom, preporuciti kontrolu lipemije najnizom
dostupnom dozom lovastatina koja je sadrzana u dijetetskim suplementima, a moze i
preporuciti dijetetske mere 1 druge dostupne lekove.

Statini se koriste u duZem periodu, veoma cesto sa mnogim drugim lekovima
istovremeno, te je vazno razmotriti moguénost nastanka nuspojava zbog interakcija.
Medu najznacajnijim lekovima koji zbog interakcije povecavaju rizik od
miopatije/rabdomiolize ubrajaju se inhibitori HIV proteaze, antifungicidi (itrakonazol,
ketokonazol), makrolidi (eritromicin, klaritromicin), nefazodon, ciklosporin, derivati
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fibricne kiseline, amjodaron, blokatori kalcijumovih kanala (verapamil), niacin.
ProduZenje protrombinskog vremena se moze javiti kada se lovastatin kombinuje sa
kumarinom.

Uzimanje soka od grejpfruta povecava koncentraciju lovastatina u organizmu, pa
o tome treba obavestiti pacijente.

Dakle, iako se radi o dijetetskom suplementu, ekstrakt crvenog pirinca pacijenti
treba da uzimaju samo prema preporukama lekara ili farmaceuta. U SAD od 2000.
godine pomenuti preparati su u nadleznosti US Food and Drug Administration (FDA),
iako su do tada prodavani kao dijetetski suplementi (44). U Srbiji se ekstrakt crvenog
pirina moze nac¢i u komercijalnoj prodaji kao dijetetski suplementi, koji ne podlezu
detaljnoj proveri kvaliteta, te je vazno definisati odredene smernice za proizvodnju,
prema standardima dobre proizvodacke prakse.

Zakljucak

Dosadasnji dokazi upucuju na pozitivne kratkoro¢ne efekte preparata koji sadrze
ekstrakt crvenog pirin¢a na modifikaciju lipida u organizmu. Potrebne su dugotrajne
studije kako bi preparati mogli biti preporuceni kao alternativa za leCenje primarnih
hiperlipidemija. Unapredenje znanja zdravstvenih radnika o ekstraktu crvenog pirinca
znacajno ¢e doprineti njegovoj pravilnoj upotrebi u klinickoj praksi.
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Istrazivanja prezentovana u ovom radu su finansirana od strane Ministarstva
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Red yeast in pharmaceutical practice
Maja Nikoli¢
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18000 Nis, Serbia

Summary

A long-term treatment of patients with acute coronary syndrome is necessary in order to
prevent new cardiac events to come into being. It presuposes life style change, modification of
risk factors, healthy diet, dietary supplements, as well a medications for second prevention.
Extracts of Chinese red yeast rice, a traditional dietary seasoning of Monascuc purpureus
contains several active ingredients including lovastatin and several trials of its possible lipid-
lowering effects have been conducted. This paper aimed to present recent data, taken up from
the relevant sources related to the beneficial effects of red yeast rice, especially on
cardiovascular disease.

Key words: red yeast rice, cardiovascular disease, dietary supplements
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Kratak sadrzaj

Dejstvo i sudbina leka u organizmu zavise od hiralnosti samih lekova kao i endogenih
makromolekula sa kojima stupaju u interakciju. Razmatranje stereohemijskih aspekata dejstva i
farmakokinetike lekova intenzivirano je pocetkom 80-tih godina proslog veka i doprinelo je
opseznom dokumentovanju znacajnih razlika izmedu stereoizomernih oblika jednog leka.
Enantiomeri tako mogu posedovati razliitu efikasnost, mogu ispoljavati drugacije
farmakoloske i toksikoloske efekte i sledstveno mogu imati razli¢ite bezbednosne profile. Sve
veéi broj dokaza o vaZnosti stereohemije, podsticaji regulatornih agencija, razvoj metoda
asimetri¢ne sinteze i analitike — doveli su do sustinskih promena u nacinu na koji se novi hiralni
lekovi razvijaju, ispituju, registruju i trzisSno plasiraju. Enantiomere je danas neophodno tretirati
kao zasebne entitete i zasebno ih ispitivati. Razvoj enantiomerno €istih formulacija lekova moze
omoguciti smanjenje ukupne koli¢ine ksenobiotika kojoj se pacijent izlaze, omoguciti precizniju
procenu odnosa doze i efekta, pojednostaviti farmakokinetiCka ispitivanja i terapijski
monitoring. Stoga je stereohemijske osobine bioloski aktivnih jedinjenja neophodno razmatrati
od najranijih faza procesa stvaranja novog leka da bi se blagovremeno napravio racionalan izbor
jednog enantiomera za terapijsku primenu, kad god je to opravdano.

Kljuéne re€i: enantiomeri; razvoj lekova; hiralnost
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1. Uvod

Osnovne gradivne jedinice Zivog sveta — aminokiseline, ugljeni hidrati, proteini 1
nukleinske kiseline — predstavljaju hiralne molekule. U prirodi se ova jedinjenja
dominantno javljaju u vidu jednog enantiomera, pri ¢emu se smatra da homohiralnost
jeste inherentno svojstvo hemije Zivog sveta (1,2). Kako bioloski sistemi, dakle,
predstavljaju hiralna okruzenja, enantiomeri jednog jedinjenja mogu ispoljavati razlicite
bioloske efekte. Tako je samo 30 godina nakon Pasterovog razdvajanja enantiomera
vinske kiseline, Pruitti dokumentovao prvi primer ovog fenomena, utvrdiv§i da
(+)-asparagin poseduje sladak, a (—)-asparagin neutralan ukus (3).

Opste objasnjenje razlike u bioloskoj aktivnosti enantiomera ponudili su Easson i
Steadman 1933. godine, kroz ,,princip interakcije u tri tacke” izmedu enantiomera i
njegovog receptorskog mesta. Uzev§i da je molekulu u prostoru moguce
najjednostavnije topoloski prikazati kao tetraedarski sistem, razlika u afinitetu vezivanja
enantiomera za asimetri¢énu povrSinu receptora proizilazi iz razlike u broju mogucih
interakcija koje se obrazuju (Slika 1.).

A) B)

Slika 1. Tlustracija Easson-Steadman-ovog principa ,,interakcije u tri tacke”
Figure 1. An illustration of the Easson-Steadman’s ,,three-point interaction” principle
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Pod pretpostavkom da je interakcija u sve tri tacke (a-A, B-B, 6-D) od znacaja za
vezivanje, enantiomer prikazan pod A) poseduje veéi afinitet za receptor (eutomer) od
suprotnog enantiomera prikazanog pod B), koji moze obrazovati interakcije samo sa dve
tacke na receptorskoj povrsini (distomer). Easson-Stedman-ov i sli¢ni, noviji modeli (4),
ukazuju na Cinjenicu da hiralnost leka — kao jedinjenja ¢ije je ciljno mesta dejstva
najcesce hiralna makromolekula — moZe usloviti postojanje znacajne razlike u efektima
njegovih razli¢itih enantiomernih oblika. Raspored funkcionalnih grupa u
enantiomerima uti¢e na oblik molekule i odrazava se na mogucnost pristupa leka
ciljnom mestu dejstva i na njegovu interakciju sa funkcionalnim grupama u sastavu
receptora ili enzima. Kao §to je ilustrovano na Slici 2 (5), hipoteticki receptor, koji u
svom vezivnom mestu sadrzi dve aminokiseline, sa visokim afinitetom moze prepoznati
samo eutomer.

A) B)

\‘(;{ + H ;
\{‘N[-{_q_“h 5.0 / N TNHy 0 0

O;a@ @50

Slika 2. Tlustracija interakcije izmedu hipotetickog receptorskog mesta i enantiomernog
para. Enantiomer prikazan pod A) predstavlja eutomer i obrazuje tri interakcije
sa aminokiselinskim reziduama aktivnog mesta. Pod B) je prikazan distomer
koji sa receptorom interaguje sa manjim afinitetom usled prevelike udaljenosti
alkoholne grupe liganda od odgovarajuce rezidue u strukturi receptora.
Prilagodeno iz reference (5).

Figure 2. Illustration of an interaction between a hypothetical receptor site and an
enantiomer pair. Enantiomer shown under A) is the eutomer capable of forming
three interactions with amino acid residues of the active site. Distomer, shown
under B), interacts with the receptor with lesser affinity due to a large distance
between the hydroxyl group of the ligand and the corresponding residue.
Adapted from (5).

Eutomer, nakon uklapanja u geometrijski precizno aktivno mesto, stupa u
interakcije sa odgovaraju¢im aminokiselinskim reziduama, pri ¢emu je jacina interakcija
uslovljena optimalnim rastojanjem izmedu rezidua i1 funkcionalnih grupa eutomera.
Distomer, usled razli¢itog oblika molekule i rasporeda funkionalnih grupa, nece
aktivirati taj hipoteticki receptor Sto, medutim, ne iskljucuje njegovu interakciju sa
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drugim ciljnim mestom, sa kojim postize bolje uklapanje i jace interakcije sa
odgovaraju¢im reziduama aktivnog mesta. U tom slucaju, distomer postaje eutomer — sa
drugacijim farmakoloSkim odnosno toksikoloskim efektom, Sto ukazuje na relativnu
prirodu ovih pojmova koja zavisi od ciljne makromolekule koja se razmatra (princip
leve i desne Sake i rukavice).

Iako dobro dokumentovane i mehanisti¢ki razjaSnjene, ove ¢injenice dugo su bile
zanemarivan aspekat farmakologije 1 farmakokinetike terapijski koriS¢enih hiralnih
lekova (6). Sa izuzetkom prirodnih proizvoda koji su izolovani kao Cisti enantiomeri,
vecina hiralnih lekova je bila nekriticki upotrebljavana u obliku racemata, ¢ak 1 kada je
bilo poznato da je za aktivnost odgovoran samo jedan stereoizomer. Sli¢no,
farmakokineti¢ka ispitivanja lekova su veéinom sprovodena uz razmatranje samo
ukupnih koncentracija leka, bez razlikovanja enantiomernih oblika. Napredak u
razumevanju uticaja stereohemije na dejstvo i sudbinu lekova u organizmu, razvoj
metoda asimetri¢ne sinteze, odgovarajucih analitickih metoda, kao i komercijalni i
regulatorni razlozi, doprineli su, medutim, izraZenom interesovanju za razvoj i upotrebu
enantiomerno Cistih oblika lekova, $to predstavlja trend u savremenoj farmaceutskoj
industriji (7).

2. Uticaj stereohemije na dejstvo i sudbinu lekova u organizmu

2.1. Uticaj stereohemije na dejstvo lekova

U pogledu razlika u farmakoloskoj aktivnosti dva enantiomerna oblika leka,
moguce je izdvojiti nekoliko opstih slucajeva za koje je u literaturi dokumentovan veci
broj primera (8,9):

e oba enantiomerna oblika leka mogu biti podjednako aktivna (ekvipotentna);

e enantiomeri mogu ispoljavati kvalitativno iste efekte, ali se njihova potentnost
moze razlikovati do mere u kojoj je samo jedan enantiomer dominantno
odgovoran za farmakoloske efekte;

e oba enantiomera mogu posedovati izvesnu farmakolosku aktivnost, ali se
priroda njihovih efekata kvalitativno moze znacajno razlikovati, uklju¢ujuci 1
mogucénost da efekte ispoljavaju preko razlic¢itih ciljnih mesta dejstva;

o efekti racemata mogu biti drugaciji od efekata koje je moguce predvideti na
osnovu osobina bilo kog od enantiomera, primenjenog pojedinacno.

Primeri ekvipotentnosti enantiomera jednog leka relativno su retki i obuhvataju
pojedine antiaritmike (npr. flekainid), alkilirajuce agense (ciklofosfamid), antimalarike
(meflohin) kao 1 psihotropne lekove kao $to je fluoksetin (9,10). Fluoksetin, medutim,
predstavlja primer da ekvipotentnost enantiomera na nivou ciljnog mesta dejstva ne
znaci da ¢e 1 ukupni efekti ova dva enantiomera u organizmu biti identi¢ni. Naime, iako
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R- 1 S-fluoksetin podjednako efikasno inhibiraju preuzimanje serotonina, enantiomerni
oblici norfluoksetina, kao aktivnog metabolita fluoksetina, razlikuju se oko 20 puta po
svojoj aktivnosti (11). Cak i u slu¢aju ekvipotentnosti enantiomera, dakle, neophodno je
razmotriti celokupan farmakoloski i farmakokineticki profil leka, imajuéi u vidu 1 uticaj
stereohemije na farmakokinetiku, $to je detaljnije opisano u odeljku 2.2.

Daleko ceS¢e, enantiomeri medusobno pokazuju kvantitativne razlike u
farmakoloSkoj aktivnosti. U slucaju verapamila, blokatora kalcijumovih kanala, S-
enantiomer je oko 20 puta efikasniji negativni dromotropni agens od R-enantiomera.
Ova razlika je kod vecine beta-adrenergickih antagonista izrazena u toj meri da je za
efekte na nivou B-adrenergickih receptora odgovoran gotovo isklju¢ivo S-enantiomer, sa
aktivno$¢u oko 100 puta ve¢om od R-stereoizomera, koji se posmatra kao neaktivan
oblik leka (9). U takvim slucajevima, primena racemata moze doprineti nezeljenim
efektima leka. Primera radi, R-propranolol doprinosi histaminoliberatornim nezZeljenim
efektima racemata propranola iako ne doprinosi antihipertenzivnoj aktivnosti (6).
Dodatno, ¢ak i kada neaktivni enantiomer ne uti¢e nepovoljno na bezbednosni profil
leka, primena racemata moze biti zabrinjavajuéa sa aspekta dospeca vece koli¢ine
kontaminanata u zivotnu sredinu (7).

Najizrazenije razlike u dejstvu enantiomera prisutne su u slucajevima kada oni
ostvaruju kvalitativno razliCite farmakoloske efekte. Tako je (+)-propoksifen jak
analgetik, dok je (—)-propoksifen efikasan centralno-deluju¢i antitusik bez analgetickih
efekata. U pojedinim slucajevima, jedan enantiomer ispoljava zeljene terapijske efekte,
dok je drugi odgovoran za nezZeljena i toksicna dejstva. §,S-etambutol predstavlja
tuberkulostatik, dok njegov enantiomer, R,R-etambutol izaziva opticki neuritis. U
drugim slu¢ajevima, medutim, razlike u dejstvu dva enantiomera mogu povoljno uticati
na farmakoloski profil racemata. R, R-(+)-tramadol je slab agonista p-opioidnih
receptora Cijim metabolickim O-demetilovanjem nastaje R,R-desmetiltramadol, koji
takode deluje kao opioidni agonist. S druge strane, S,S-(—)-tramadol deluje kao inhibitor
preuzimanja noradrenalina i serotonina, a nema afinitet za opioidne receptore.
Analgeticki efekat racemata izrazen je zahvaljujuéi sinergizmu izmedu njegove
opioidne komponente, za koju je odgovoran prevashodno desnogiri enantiomer, i
neopioidne, monoaminergi¢ke komponente, ¢iji je nosilac prevashodno levogiri
enantiomer tramadola (12—14). Strukture nekih od navedenih enantiomernih parova, sa
opisanim razlikama u aktivnosti, prikazane su na Slici 3.

Racemat, dakle, moze ispoljavati efekte koji su kvalitativno i/ili kvantitativno
drugaciji od onih koji bi bili o¢ekivani na osnovu efekata enantiomera pojedinacno (8).
(R/S)-propafenon koristi se kao antiaritmik za c¢ije je efekte odgovorna blokada
natrijumovih kanala. S-propafenon, dodatno, deluje i kao antagonista beta-adrenergickih
receptora. Blokada ovih receptora je, medutim, izraZenija prilikom primene racemata,
nego prilikom primene ekvivalentne doze samog S-propafenona. Naime, R-propafenon
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utice na usporenu eliminaciju S-enantiomera i time potencira efekte racemata na beta-
adrenergicke receptore. Ovaj primer ukazuje na to da farmakoloske efekte racemata nije
moguce aproksimirati na osnovu poznavanja efekata pojedinac¢nih enantiomera (15).

" L L
0 N=Co—; T\ll 0

S-verapamil
(20x aktivniji)

2S,3R-(+)-propoksifen 2R,3S-(-)-propoksifen
(opioidni analgetik) (antitusik)
Ny

N
H

H,CO H,CO
OH
R,R-(+)-tramadol S, S-(-)-tramadol
(n-opioidni agonist) (inhibitor preuzimanja NA i 5-HT)

Slika 3. Primeri lekova ¢iji enantiomeri pokazuju razlicit stepen ili prirodu farmakoloske
aktivnosti.

Figure 3. Examples of enantiomeric drugs with differing level or nature of
pharmacological activity.
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2.2. Uticaj stereohemijskih osobina na farmakokinetiku lekova
2.2.1. Resorpcija

Za vecinu lekova, resorpcija iz gastrointestinalnog trakta predstavlja pasivan
proces koji zavisi od fizicko-hemijskih karakteristika samog leka 1 osobina primenjenog
farmaceutskog oblika. Uticaj stereohemije na brzinu i stepen resorpcije je, stoga, slabo
izrazen 1 mali je broj dokumentovanih primera razlike u procesu resorpcije izmedu
enantiomernih oblika leka (16). Ipak, ukoliko je u proces resorpcije ukljucen odredeni
transporter, javlja se mogucnost postojanja stereoselektivnih interakcija usled cega
razlika izmedu enantiomera moze biti izrazenija.

P-glikoprotein, kao efluksni transporter eksprimiran na apikalnoj povrSini
enterocita, moze ograniCiti resorpciju lekova koji predstavljaju njegove supstrate.
Enantioselektivna inhibicija P-glikoproteina dokumentovana je u slucaju meflohina, pri
¢emu njegov levogiri stereoizomer moze smanjiti aktivnost P-glikoproteina i1 time
uticati na povecanu bioloSku raspolozivost tipi¢nih supstrata ovog transportera.
Zabelezeni su primeri stereohemijskog efekta na regulaciju ekspresije P-glikoproteina —
R-cetirizin povecava ekspresiju P-glikoproteina, dok je S-cetirizin smanjuje — Sto se
takode moze odraziti na resorpciju drugih, istovremeno primenjenih lekova (17).

Uopsteno, medutim, stereoselektivnost intestinalne resorpcije nije uobicajen
fenomen 1 uticaj stereohemije najmanje je izrazen u ovom delu farmakokineti¢kog
profila vecine lekova.

2.2.2. Raspodela

Znacajan faktor raspodele lekova u organizmu jeste stepen njihovog vezivanja za
proteine plazme 1 tkiva. Stereoselektivnost vezivanja za proteine plazme je opsezno
proucavan fenomen, pa je tako poznat niz primera enantioselektivnog vezivanja za
humani serumski albumin, alfa;-kiseli glikoprotein kao 1 serumske lipoproteine (18,19).
U Tabeli I prikazani su neki od primera lekova koji enantioselektivno interaguju sa
proteinima plazme. Kako je samo slobodna frakcija leka farmakoloski aktivna i podleze
metaboli¢kim transformacijama 1 izlu¢ivanju, enantioselektivnost u vezivanju za
proteine plazme moZe se odraziti na dejstvo i eliminaciju lekova. Ova Cinjenica
naglaSava znacaj upotrebe analitickih metoda koje razlikuju enantiomerne strukture u
pracenju koncentracije lekova u bioloSkim materijalima, Sto je od posebnog znacaja
kada je re¢ o enantiomerima koji nisu ekvipotentni (17).

Molekularna osnova enantioselektivnosti u vezivanju za proteine plazme je
razli¢ita za razli¢ite lekove, pa moZe obuhvatiti: vezivanje oba enantiomera za isto
vezivno mesto sa razli¢itim afinitetom, vezivanje za dva razli¢ita vezivna mesta ili
postojanje brojnih, slabije definisanih vezivnih mesta na proteinu (19). U zavisnosti od
molekularne osnove ovog fenomena zavisi 1 opseg mogucénosti interakcije enantiomera
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medusobno, kao i njihove interakcije sa drugim lekovima na nivou vezivanja za
proteine plazme. Molekularna osnova enantioselektivnosti moze diktirati 1 analiti¢ki
pristup odredivanju enantiomera u biolosSkom materijalu.

TabelaI Primeri lekova za koje je utvrdena enantioselektivnost u vezivanju za proteine plazme.
Prilagodeno iz reference (16).

TableI  Example of drugs with established enantioselectivity in plasma protein binding. Adapted
from reference (16).

Lek Odnos slobodnih frakcija1

Bupivakain 1,5 (R:S)

Hlorohin 1,7 (R:S)

Dizopiramid 2,0 (R:S)

Etodolak 2,5 (S:R)

Tiamilal 1,61-1,76 (R:S)
Verapamil 1,3-2,0 (S:R)

Varfarin 1,3 (R:S)

! Predstavlja srednji odnos udela nevezanih frakcija enantiomera u
plazmi; navedeni podaci se odnose na parametre utvrdene kod
Coveka.

Pored enantioselektivnog vezivanja za proteine plazme, raspodela enantiomera
moze biti 1 pod uticajem njihovog selektivnog vezivanja za proteine tkiva (16), kao 1
stereoselektivnih interakcija sa transporterima eksprimiranim na krvno-mozdanoj i
slicnim barijerama koje ogranic¢avaju raspodelu leka u posebne prostore organizma (17).

2.2.3. Metabolizam

Budu¢i da ukljucuju formiranje kompleksa leka sa enzimima, reakcije
biotransformacije ucestalo pokazuju izvestan stepen stereoselektivnosti koji je veoma
znacajan u farmakokinetici vec¢ine hiralnih lekova 1 koji uslovljava ispoljavanje
znacajnih razlika u sudbini dva enantiomera.

Razlika u afinitetu enantiomera za metabolicke enzime moze biti odgovorna za
razli¢ite brzine njihove eliminacije. U Tabeli II prikazani su primeri znacajnih razlika u
kinetici metabolic¢kih reakcija izmedu dva enantiomerna oblika pojedinih lekova. Pored
izmenjene kinetike, afinitet enantiomera za metaboliC¢ke enzime moZe predstavljati i
osnovu za postojanje potpuno zasebnih puteva biotransformacije.

Varfarin, klini¢ki znacajan antikoagulans, poseduje hiralni centar u poloZaju C(9)
(Slika 4.) 1 terapijski se koristi kao racemat. R-varfarin, farmakoloski manje aktivan
enantiomer, dominantno metaboliSe izoenzim CYP1A2, hidroksilacijom polozaja C(6) i
C(8) kumarinskog jezgra. S-varfarin, medutim, dominantno metaboliSe izoenzim
CYP2C9, hidroksilacijom polozaja C(7). Regioselektivnost metabolizma varfarina
razjasnjena je na molekularnom nivou proucavanjem kristalne strukture kompleksa
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CYP2C9 1 S-varfarina, kao i doking studijama R-varfarina uz upotrebu strukture
spomenutog kompleksa. Tako je utvrdeno da je priroda interakcije sa ovim enzimom
posledica prevelike udaljenosti poloZzaja C(7) R-varfarina od aktiviranog kiseonika u
strukturi CYP2C9 (20).

Tabela I Primeri lekova za koje je utvrdena razlicita brzina metabolizma enantiomera. Prilagodeno
iz reference (16).

Table I Example of drugs with established differences in metabolism rates of enantiomers.
Adapted from reference (16).

Odnos Km vrednosti

Lek Enzimi i metaboli¢ki put enantiomera’

Albuterol Humana fenolsulfotransferaza 0,10 (R:S)
(sulfonovanje)

Dizopiramid Humani CYP3A4 (monodealkilovanje) 1,08 (R:S)

Felodipin Izolovani humani mikrozomi (reakcije 2,00 (S:R)
oksidacije)

Ifosfamid Humani CYP3A4 (dehloroetilovanje) 0,56 (S:R)

Verapamil Humani CYP2C8 (norverapamil) 0,82 (R:S)

! Prikazan je odnos in vitro eksperimentalno odredenih srednjih vrednosti Mihelis-Mentenine konstante
(Km) odgovarajucih reakcija

0

OH
]
LD =
¥ O

Slika 4. Sema oksidativnog metabolizma varfarina. Enantiomeri pokazuju razli¢it
afinitet za citohromalne enzime i daju razlifite glavne proizvode
biotransformacije.

Figure 4. A schematic overview of warfarin’s oxidative metabolism route. Enantiomers
vary in affinity for cytochrome enzymes and yield different principal
biotransformation products.
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Dodatnom nivou sloZenosti prouc¢avanja metabolizma hiralnih lekova doprinosi
¢injenica da stereohemija polaznog leka mozZe biti izmenjena metabolickim reakcijama,
Sto se moze odraziti na njegovo dejstvo, toksi¢nost i brzinu eliminacije. U takvim
reakcijama moZe do¢i do nastanka ili eliminacije hiralnog centra u molekuli, ili pak
inverzije konfiguracije na postoje¢em hiralnom atomu (21).

Reakcije redukcije nesimetricnih ketona predstavljaju najceséi vid prelaska
prohiralnih supstrata u hiralne metabolite, pri ¢emu ovaj tip biotransformacije veoma
cesto pokazuje enantioselektivnost, dajuci alkohole S konfiguracije u udelu od 80% ili
viSe. Ova metabolicka transformacija moze biti veoma znacajna sa toksikoloSkog
aspekta, jer na stereohemiju proizvoda reakcije, koji je potencijalni uzrok toksi¢nih
efekata leka, nije moguce uticati na nivou supstrata, ve¢ je ona odredena strukturom i
funkcijom enzima ukljucenih u reakciju (21).

Prevodenje supstrata sa jednim hiralnim centrom u diastereoizomerne metabolite
znacajna je karakteristika veceg broja reakcija konjugacije sa endogenim hiralnim
molekulama, kao §to su glukuronska kiselina ili glutation. Enzimi ukljuceni u reakcije
konjugacije mogu pokazivati enantioselektivnost, dok se diastereoizomerni proizvodi
ovih reakcija mogu eliminisati razli¢itim brzinama. Ova dva faktora zbirno mogu
doprineti izrazenim razlikama u izloZenosti organizma enantiomerima, za S$ta je
karprofen tipi¢an primer. Glukuronidacija S-enantiomera ovog leka favorizovana je
enantioselektivnoséu odgovarajuce transferaze, dok je istovremeno renalni klirens D-
glukuronida dvostruko ve¢i od klirensa njegovog epimera. Rezultat je viSestruko brza
eliminacija S-karprofena nasuprot njegovog R-enantiomera (21).

Jo§ jedan znacajan vid promene stereohemije leka u interakciji sa metaboli¢kim
enzimima jeste ,,hiralna inverzija”. Metaboli¢ka inverzija konfiguracije hiralnog centra
Siroko je proucavana u okviru grupe derivata 2-arilpropanske kiseline, koji se terapijski
koriste kao nesteroidni antiinflamatorni lekovi, a prvobitno je uofena u slucaju
ibuprofena. Za in vitro farmakoloske efekte ibuprofena odgovoran je prevashodno S-
enantiomer. Razlika u dejstvu izmedu enantiomera, medutim, znacajno je manje
izrazena u in vivo uslovima, usled metabolicke inverzije hiralnosti R-ibuprofena, koji je
slab inhibitor ciklooksigenaze. Mehanizam ove promene obuhvata stereoselektivno
formiranje tioestra R-ibuprofena sa koenzimom A, uz dalju racemizaciju i hidrolizu
nastalog proizvoda, ¢ime se oslobada aktivni S-ibuprofen (21,22).

2.2.4. IZlucivanje

Stereoselektivnost renalnog 1 bilijarnog izlucivanja lekova moze biti posledica
selektivnosti u interakciji enantiomera sa transporterima uklju¢enim u procese aktivnog
izlu€ivanja, ali moze predstavljati 1 rezultat stereoselektivnosti nekog od prethodno
opisanih farmakokineti¢kih procesa (enantioselektivno vezivanje za proteine plazme ili
metabolizam). Primera radi, glomerularna filtracija i pasivna tubularna reapsorpcija, kao
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nestereoselektivni procesi, jesu znacajne odrednice klirensa pojedinih lekova.
Izlu€ivanje takvih lekova, iako mehanisti¢ki nestereoselektivno, ipak moZze imati
karakteristike enantioselektivnog procesa ukoliko postoje znacajne razlike u stepenu
vezivanja dva enantiomera za proteine plazme, imaju¢i u vidu da je samo nevezana
frakcija leka ona koja prelazi u glomerularni filtrat (23).

Kod drugih lekova, medutim, brzina izlu¢ivanja moze biti prevashodno uslovljena
aktivno$¢u transportera eksprimiranih na povrSini kanalikularnih ¢elija hepatocita
odnosno tubularnih ¢elija bubrega, kao Sto su P-glikoprotein i transporteri organskih
anjona 1 katjona. Za neke od ovih transportera postoje dokazi o stereoselektivnosti u
interakciji sa lekovima i njihovim metabolitima, §to je ve¢ opisano za P-glikoprotein u
odeljku 2.2.1. Enantioselektivan transport verapamila, propranolola, atenolola,
pseudoefedrina, hinina/hinidina, kao i enantioselektivna inhibicija dizopiramidom
utvrdena je 1 u sluaju humanog transportera organskih katjona (hOCT1) (24), koji ima
znacajnu ulogu u aktivnoj sekreciji lekova u bubrezima.

Eksperimentalno potvrdivanje enantioselektivnosti procesa izlu€ivanja je otezano
usled Cinjenice da se pracenjem enantiomera u urinu ili Zuc¢i ne sti¢e uvid u mehanizam
samog procesa, ve¢ razlike u izmerenim koncentracijama mogu biti posledica ve¢
spomenutih razlika u farmakokinetickim procesima koji prethode izlu€ivanju (16). Ova
¢injenica doprinela je tome da je identifikovan relativno mali broj lekova kod kojih
stereohemija klju¢no utiCe na izlu¢ivanje, medu kojima su cetirizin, feksofenadin,
hinin/hinidin i1 karbenicilin, ¢ija je tubularna sekrecija stereoselektivna; odnosno
ketoprofen, koji podleze enantioselektivnom izlucivanju putem Zuci (23,25,26).

2.2.5. Toksicénost

Prepoznavanje uticaja stereohemije na toksi¢nost lekova moZze biti od suStinskog
znacaja u proceni bezbednosnog profila pojedina¢nih enantiomera, odnosno racemata.
U nekim slucajevima, toksi¢ni efekti su svojstveni samo jednom od enantiomera, pri
¢emu on moze istovremeno biti i nosilac terapijskih efekata, dok u drugim slu¢ajevima
oba enantiomera mogu posedovati sli¢ne toksikoloSke karakteristike (27).

Terodilin je terapijski koriS¢en kao racemat kod urinarne inkontinencije, ali je
povucen sa trziSta zbog nezeljenih efekata na produzenje QT intervala i razvoj sr¢anih
aritmija. Ispitivanja su pokazala da je za efekte na mokraénu beSiku odgovoran
prevashodno R-(+)-terodilin ali da je ovaj enantiomer istovremeno 1 nosilac
aritmogenog potencijala racemske smese. Terodilin tako predstavlja primer leka gde su i
toksi¢ni 1 terapijski efekti svojstveni jednom od enantiomera, $to onemogucava
poboljSanje bezbednosnog profila leka kroz upotrebu enantiomerno Ciste formulacije
(8).

Talidomid predstavlja slican primer. Iako su rezultati studija teratogenosti u
odredenoj meri opre¢ni, smatralo se da je za terapijske, sedativne efekte talidomida
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odgovoran R-(+)-talidomid, dok su teratogeni efekti pripisivani S-(—)-enantiomeru. Ovo
je navelo pojedine autore da zakljuce kako bi talidomidska katastrofa bila izbegnuta da
je terapijski koris¢en samo R-(+)-enantiomer. Medutim, za talidomid je naknadno
utvrdeno da u humanom organizmu brzo podleZe hiralnoj inverziji, te da bi primena
formulacije R-(+)-talidomida rezultovala izloZzenosti fetusa i drugom enantiomeru. U
ovom slucaju, ¢ak iako je toksi¢nost ogranicena na jedan enantiomer, in vivo hiralna
inverzija za posledicu ima slicne bezbednosne profile racemske smeSe i hiralno Ciste
formulacije (17).

Citalopram je klini¢ki vazan antidepresiv €iji je S-(+)-stereoizomer preko 100 puta
efikasniji inhibitor preuzimanja serotonina u odnosu na suprotni enantiomer. Jedan od
nezeljenih efekata citaloprama jeste i produzenje QT intervala za koje je odgovoran
didemetilcitalopram (DDMC), kao sporedni metabolit ovog leka koji se u slucaju
predoziranja moze akumulirati u organizmu. Pojedine studije su pokazale da je nosilac
kardiotoksi¢nosti prevashodno R-(—)-DDMC S$to, zajedno sa zanemarljivom aktivnoséu
R-(-)-citaloprama, ukazuje na potencijal za zna€ajno unapredenje bezbednosnog profila
leka kroz razvoj formulacije samog S-enantiomera (27). Escitalopram (S-(+)-
citalopram) je danas komercijalno dostupan, a njegove prednosti nad citalopramom su i
klini¢ki potvrdene (28).

2.2.6. Znacaj upotrebe analitickih metoda koje razlikuju enantiomere u
farmakokineti¢kim ispitivanjima

Iz opisanih razlika u sudbini enantiomera u organizmu, jasno je da merenjem
ukupnih koncentracija leka u uzorcima bioloskog materijala nije moguce dobiti
kompletan uvid u farmakokineticki profil leka, posebno ne sa aspekta razmatranja
odnosa doze 1 efekta (17). Ova cinjenica je danas u velikoj meri prihvacena i
farmakokineticka ispitivanja novih hiralnih lekova koncipiraju se tako da se enantiomeri
tretiraju kao zasebni hemijski entiteti i tako odreduju. Klinicka ispitivanja se izvode
koris¢enjem selektivnih testova ¢ak 1 kada pretklinicka ispitivanja na laboratorijskim
zivotinjama ukazuju na nestereoselektivnu farmakokinetiku leka, buduci da su razlike u
efektima izmedu vrsta dobro dokumentovane u slucaju vise lekova 1 ¢ine ekstrapolaciju
sa zivotinja na coveka neopravdanom (16).

Podru¢je u kojem postoji manje izrazen Kkonsenzus jeste upotreba
stereoselektivnih metoda u farmakokinetickim ispitivanjima bioloSke ekvivalencije
preparata racemata (29). Regulatorne agencije za sada ne zahtevaju sprovodenje
stereoselektivnih ispitivanja prilikom podnoSenja zahteva za registraciju novih preparata
na osnovu bioloske ekvivalentnosti sa postoje¢im. Ipak, viSe autora ukazuje na znacaj
primene takvih ispitivanja u slucaju lekova sa izraZzeno enantioselektivnom
farmakokinetikom, posebno u delu presistemskog metabolizma (30). S obzirom da izbor
formulacije utice na oslobadanje leka, u sluaju kada eutomer 1 distomer pokazuju
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znacajne razlike u presistemskom metabolizmu i ukupna izloZenost organizma svakom
od enantiomera moZe biti znac¢ajno izmenjena. U tom slucaju, ekvivalentnost
formulacija, koja kona¢no podrazumeva ekvivalentnost efekata na osnovu izmerenih
farmakokineti¢kih parametara, ne moze biti izvesna na osnovu merenja ukupnih
koncentracija leka.

3. Analiticke metode za razdvajanje i odredivanje enantiomera

Analiza hiralnih lekova 1 njihovih metabolita treba da obezbedi pouzdanu
kvantifikaciju svakog od enantiomera u ispitivanim uzorcima. U zavisnosti od
ispitivanja i1 samog leka, analiti su u uzorcima ponekad prisutni u veoma niskim
koncentracijama (reda veli¢ine pg/mL), Sto ¢esto predstavlja dodatan izazov u razvoju 1
validaciji odgovaraju¢e enantioselektivne metode. UopSteno, mogu se izdvojiti dva
glavna pristupa farmaceutskoj analizi hiralnih lekova (31):

e separacionom metodom (dominantno hromatografski ili elektroforetski)
enantiomeri se razdvajaju a za njihovu kvantifikaciju koriste se detektori koji
sami po sebi ne omogucavaju razlikovanje enantiomera;

e bez prethodne separacije, enantiomeri se selektivno identifikuju 1 odreduju
upotrebom specifi¢nih elektrohemijskih senzora i biosenzora, ili primenom
NMR spektroskopije pod posebnim uslovima.

U sluc¢aju prvog pristupa, razdvajanje enantiomera moguce je obezbediti (32):

e derivatizacijom analita pomoc¢u odgovarajuceg hiralnog agensa uz formiranje
diastereoizomernih derivata koje je moguce razdvojiti na osnovu razlicitih
fizickohemijskih osobina;

e primenom hiralnih kolona sposobnih da razdvoje analizirane enantiomere;
e retko, dodatkom hiralnog aditiva mobilnoj fazi.

Derivatizacione hromatografske tehnike nekada su bile vazan deo analitike
hiralnih jedinjenja, ali se danas znatno manje koriste usled ekspanzije hiralnih
stacionarnih faza. Od hromatografskih i elektroforetskih tehnika koje se nalaze u
rutinskoj primeni najznacajnije su: visoko-efikasna te€na hromatografija (engl. high-
performance liquid chromatography, HPLC), gasna hromatografija (engl. gas
chromatography, GC), kapilarna elektroforeza (engl. capillary electrophoresis, CE) i
kapilarna elektro-hromatografija (engl. capilary electro-chromatography, CEC). Ovi
sistemi su najc¢esce spregnuti sa veoma osetljivim detektorima (maseni spektrometar ili
tandem MS) S§to omogucava kvantifikaciju niskih koncentracija analita.
Enantioselektivnost metode obezbeduje separacioni deo sistema koji pociva na
koris¢enju odgovarajucih hiralnih agenasa koji enantioselektivno interaguju sa analitima
1 uslovljavaju njihovu razli€itu retenciju u stacionarnoj fazi. Hiralne stacionarne faze
obuhvataju (31):
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¢ prirodne polimere, kao §to su proteini (alfa;-kiseli glikoprotein, avidin,
himotropsin), oligosaharidi (ciklodekstrini, maltodekstrini) i polisaharidi;

¢ polusintetske polimere, ve¢inom derivatizovane oligo- i polisaharide;

¢ sintetske hiralne stacionarne faze (Pirkle kolone, paliakrilamidi, poliakrilati,
krunski etri).

Iako najvise koriS¢ene, hromatografske metode analize enantiomera imaju vise
nedostataka (npr. mala razlika u stabilnosti izmedu kompleksa dva enantiomera i
stacionarne faze, zametna priprema uzorka itd.) i ne predstavljaju uvek najbolji
analiticki izbor.

Kao alternativni pristup, danas je na raspolaganju veci broj metoda koje pocivaju
na upotrebi elektrohemijskih senzora ili biosenzora koji registruju enantioselektivno
vezivanje analita za supstancu specificne strukture ili pak enantioselektivnu katalizu od
strane izabranog enzima (31). U osnovi ovih metoda je prepoznavanje tipa ,.kljuc i
brava” izmedu posebno dizajnirane hiralne komponente senzora 1 jednog od
enantiomera. Ta hiralna supstanca moze biti posebno hemijski modifikovan polimer
(imitira receptor sa takvim rasporedom funkcionalnih grupa da omogucava vezivanje
samo jednog enantiomera) ili pak antitelo, odnosno, moze se raditi o enzimu koji
selektivno katalizuje transformaciju samo jednog od enantiomera. Prednosti ovog
pristupa, iako je on jo$ uvek slabo rasprostranjen, mogu biti brojne, a ogledaju se u
jednostavnijoj, brzoj i pouzdanijoj analitici hiralnih jedinjenja (31).

Kona¢no, veoma vazno mesto u analitici hiralnih jedinjenja zauzima nuklearna
magnetna rezonanca (engl. nuclear magnetic resonance, NMR). Sli¢no
spektroskopskim metodama koje se koriste u sprezi sa hromatografijom, NMR sama po
sebi ne omogucava razlikovanje enantiomera jer su rezonance jezgara stereogenog
centra dva enantiomera izohrone. NMR spektri diastereoizomera, medutim, nisu
istovetni $to otvara mogucnost upotrebe hiralnih derivatizacionih agenasa za prevodenje
enantiomera u smesu odgovarajuc¢ih diastereoizomera ¢ije je signale moguce razlikovati
1 integracijom kvantifikovati (33).

Pomo¢ni reagensi koji se koriste u NMR spektroskopiji enantiomera mogu se
podeliti u tri velike grupe: hiralne derivatizacione agense, hiralne rastvarace i hiralne
reagense hemijskog pomeranja. Derivatizacioni agensi sa analitima formiraju
kovalentne veze, pri cemu je preduslov za njihovu primenu u kvantitativnoj analizi da
reakciju ne karakteriSe racemizacija proizvoda, kako bi udeo nastalih diastereoizomera
odgovarao enantiomernoj Ccisto¢i polaznog uzorka. Hiralni rastvaraci stupaju u
nekovalentne interakcije sa enantiomerima pri ¢emu pomeranje spektara moze biti
posledica formiranja diastereoizomernih kompleksa ili rezultat razliCitog afiniteta
enantiomera za odabrani hiralni rastvara¢. Kao reagensi hemijskog pomeranja, u NMR
spektroskopiji najviSe se koriste kompleksna jedinjenja lantanida, prevashodno
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europijuma (III). Dodatak opticki aktivnih jedinjenja ovog tipa uslovljava pomeranje
signala 1 omogucava razlikovanje enantiomera, pri ¢emu se ova grupa pomocnih
reagenasa posebno izdvaja po svojoj Sirokoj primenjivosti i prilagodljivosti (34,35).
Savremeni trend u NMR spektroskopiji hiralnih jedinjenja podrazumeva upotrebu
hiralnih te¢nih kristala kao agenasa za razlikovanje enantiomera, pri cemu se o¢ekuje da
¢e njihova primena imati sve vec¢i znacaj u buduénosti (35).

4. Polozaj regulatornih agencija i trendovi razvoja hiralnih lekova

Do kasnih 80-tih godina 20. veka, zahtevi u pogledu dokumentovanja kvaliteta,
efikasnosti 1 bezbednosti novih hiralnih lekova nisu se sustinski razlikovali od zahteva
za ahiralne lekove. Americka Uprava za hranu i lekove (engl. Food and Drug
Administration, FDA) je 1987. godine prvi put, u sklopu opstih zahteva za dopunsku
dokumentaciju u postupku registracije novih lekova, navela i neophodnost zasebne
hemijske, toksikoloske i farmakoloske karakterizacije oba enantiomera hiralnih lekova,
Sto je predstavljalo prvi korak u detaljnijoj regulaciji ove oblasti (36).

Konkretne smernice za razvoj i registraciju novih hiralnih lekova FDA je usvojila
1992. godine (37), dok je analogna evropska regulativa stupila na snagu 1994. godine
(38). Princip evropskih, FDA, kanadskih 1 japanskih zahteva za registraciju hiralnih
lekova je slican (39). Prema vaZeéim smernicama, regulatorne agencije ne namecu
razvoj enantiomerno Cistih oblika lekova, niti eksplicitno obeshrabruju razvoj racemata,
ve¢ je izbor prepusSten samom podnosiocu zahteva za registraciju. Od njega se,
medutim, zahteva da detaljno obrazloZi izbor, razmatraju¢i odnos koristi 1 rizika, kao 1
da prilozi dokumentaciju iz pretklini¢kih 1 klinickih ispitivanja o farmakoloskim 1
farmakokinetickim svojstvima svakog od enantiomera ponaosob, odnosno racemata.
Toksikoloska ispitivanja enantiomera obi¢no nisu neophodna ukoliko racemska smesa
pokazuje povoljan profil. Sve regulatorne agencije nalazu rani razvoj 1 validaciju
enantioselektivnih analitickih metoda za primenu na uzorcima iz in vitro 1 in vivo
ispitivanja (36).

Razvoj metoda asimetri¢ne sinteze, odgovarajucih analitickih metoda, kao 1 Sire
prepoznavanje svih prednosti enantiomerno ¢istih oblika lekova doprinelo je ekspanziji
u njihovom razvoju, posebno u oblasti kardiovaskularnih lekova 1 antiinfektiva (40).
Ovaj trend je ilustrovan na Slici 5.
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Slika 5. Dijagram udela ahiralnih lekova, enantiomerno ¢istih oblika i racemskih smesa
hiralnih lekova u odobrenim registracijama na svetskom nivou. Podaci za period
1983-2002. (41)

Figure S. Plot illustrating the share of achiral drugs, single enantiomer preparations and
racemic chiral drugs, respectively, in newly approved registered therapeutics
worldwide. Data gathered for the 1983-2002 time period. (41)

Primetno je da odnos ahiralnih 1 hiralnih jedinjenja u novoregistrovanim lekovima
ne beleZi znacajnije promene u periodu od 20 godina, dok je jasno izraZen znacajan pad
u udelu racemata nasuprot enantiomerno Cistih oblika lekova. Pored napretka koji je
ucinio razvoj pojedinac¢nih enantiomera mogucim i jednostavnijim, opisana regulativa
sa pocetka 1990-tih je verovatno takode favorizovala interesovanje za njihovu terapijsku
upotrebu (41). Iako registracija racemata ostaje kao moguénost, pragmati¢nost procesa
razvoja novog leka ve¢inom usmerava ka razvoju hiralno ¢istih oblika. Naime, razvoj
racemata je opravdan samo onda kada hiralni centar lako podleze inverziji, kada
enantiomeri imaju sliéne farmakoloSke 1 toksikoloSke profile i/ili kada je razvoj
formulacije Cistog enantiomera neopravdano skup. Kako, s druge strane, pojedinacni
enantiomeri poseduju predvidljivije odnose doze 1 efekta, a Cesto 1 brojne druge

.....

izbor.
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5. Specifi¢nosti patentnog prava u oblasti hiralnih lekova

Ve¢i broj inovativnih farmaceutskih kompanija pokazao je interesovanje da
obezbedi produZenje patentne zastite svojih postojecih lekova, zastiCenih u obliku
racemata, kroz strategiju oznaCenu kao hiralni prelaz (engl. chiral switch). Hiralni
prelaz podrazumeva podnoSenje novog zahteva za patentnu zaStitu jednog od
enantiomera prethodno registrovanog i1 patentno zaSti¢enog racemata (dodatni patent),
¢ime se potencijalno smanjuje i do 30 meseci odlaze moguénost da genericke kompanije
pristupe razvoju sopstvenih preparata tog leka (42,43). Stoga ova strategija predstavlja
zna€ajnu mogucénost za produzenje ,,Zivotnog veka” i maksimizaciju finansijske dobiti
od prethodno razvijenog racemata (44,45).

Iako postoje specifi¢nosti u zahtevima nadleZnih organa u razli¢itim zemljama, da
bi pronalazak mogao da dobije patentnu zastitu neophodno je da (46):

e bude koristan;

e bude inovativan, §to podrazumeva da je potpuno nov, a ne slican ili
funkcionalno istovetan postojecem,;

e bude neocigledan, §to podrazumeva da se ,,ne moze patentirati pronalazak, ¢ak
iako nije istovetan nekom prethodno opisanom, ukoliko je takav da je njegovo
postojanje u trenutku otkrica ocigledno osobi koja je prosecno umesna iz oblasti
kojoj otkrice pripada” (§103, Zakon o patentima (1952.), SAD).

U SAD je ostao zabeleZen veliki broj primera sudskih sporova koji se odnose na
patentiranje pojedinacnih enantiomera kada je racemska smeSa ve¢ poznata, pri ¢emu
najraniji datiraju ¢ak iz 1948. godine. Patentna zaStita enantiomera se osporava po
osnovu nedostatka inovativnosti 1 o¢iglednosti, pri cemu su dosadasnje sudske odluke
razlicite, ali se uopsteno moze zakljuciti (47):

¢ da se za enantiomere moze tvrditi inovativnost bez obzira na prethodno opisanu
racemsku smeSu. Americki sudovi dosledno primenjuju drugostepenu odluku
Zalbenog suda za obicaje i patente iz 1948. po kojoj ,,postojanje jedinjenja kao
sastojka druge supstance ne negira inovativnost ¢istog jedinjenja, iako moze,
naravno, uciniti patentni zahtev neosnovanim u pogledu neociglednosti”.

e da su enantiomeri prima facie (na prvi pogled) o¢igledni, $to ne implicira da ih
nije moguce patentirati, ve¢ prebacuje teret dokazivanja neociglednosti na
podnosioca zahteva.

Glavni izazov u patentnoj zaStiti enantiomera prethodno zaSti¢ene racemske
smeSe, jeste, dakle, argumentovanje neociglednosti. NajeS¢e to podrazumeva
dokumentovanje ,neocekivanih rezultata”, odnosno svojstva enantiomera koja
predstavljaju znacajno unapredenje u odnosu na racemat i to u meri koja ne bi bila
o¢ekivana osobi prose¢ne umesnosti u datoj oblasti. Unapredenje se moZe odnositi na
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povoljnije farmaceutske i/ili farmakoloske karakteristike, odnosno smanjenu toksi¢nost,
ali grani¢na vrednost tog unapredenja za koju se moze tvrditi ,,neoc¢ekivanost” nije jasno
definisana. Pojedini autori navode da unapredenje treba da bude barem dvostruko ili
vece (48), ali se odluke patentnih sudova ve¢inom donose na individualnim osnovama i
zavise od sadrzaja prethodne patentne dokumentacije. Dodatan argument u korist
neoCiglednosti mogu biti 1 takozvana sekundarna razmatranja ili pokazatelji
neociglednosti: neuspeh drugih u dobijanju enantiomera, izrazena potreba za Cistim
enantiomerom, namera konkurencije da izvr$i kopiranje, skepti¢nost stru¢ne javnosti
povodom pronalaska itd. U odredenim slucajevima, neociglednost je argumentovana i
prethodnim nepostojanjem odgovaraju¢eg postupka za dobijanje Cistog enantiomera
opisane racemske smese (47).

Pokusaji ostvarivanja hiralnog prelaza do sada su bili neuniformno uspesni i
oslanjali su se na razliCite strategije.

Atorvastatin kalcijum (Lipitor”, originator Pfizer) je inicijalno razvijen i patentno
zaStic¢en kao racemat, pri ¢emu je do 2008. godine dostigao status najprodavanijeg leka
u svetu. Neposredno pred istek patentne zaStite (2011. u SAD), Pfizer je u periodu
izmedu 2005. i 2008. podneo zahtev za patentnu zastitu jedinog bioloski aktivnog
stereoizomera atorvastatina (R,R-konfiguracije) pred nadleZznim organima u vise
zemalja, pri ¢emu je u svim zemljama trazeni patent poniSten na osnovu nedostatka
inovativnosti 1 o€iglednosti.

Omeprazol (Prilosec®, originator AstraZeneca), jo§ jedan blokbaster (engl.
blockbuster drug, lek koji postigne godisnji promet vec¢i od milijardu dolara), takode je
inicijalno patentno zaSti¢en kao racemska smeSa sa istekom zastite u 1999. godini u EU,
odnosno 2001. u SAD. Pre isteka patentne zastite nad racematom, 1999. godine,
AstraZeneca je podnela zahtev za patent nad S-omeprazolom (esomeprazol) uz tvrdnje o
vecoj doznoj efektivnosti i manjim interindividualnim varijacijama naspram racemata.
Kako patent nije osporen, AstraZeneca je pre isteka zastite nad omeprazolom na trziste
plasirala esomeprazol (Nexium®) i uz marketing novog proizvoda (zastiéenog u SAD do
2014. godine) osigurala da genericki omeprazol ne umanji trziSni udeo kompanije u
antiulkusnim lekovima. Iako su genericke kompanije u meduvremenu osigurale
poniStenje patenta nad esomeprazolom u Kanadi 1 EU, strategija hiralnog prelaza u
slucaju omeprazola se Cesto citira kao jedan od najuspesnijih primera primene ove
strategije (3,7). Slican primer, gde je hiralni prelaz uspeSno ostvaren zahvaljujuci
dokumentovanju znacajno vece efikasnosti jednog od enantiomera, jeste i levofloksacin
racemata (iako to nije inherentno svojstvo samo levogirog enantiomera) i manje
toksican. Prilikom pokuSaja osporavanja patenta nad enantiomerom, sudovi u SAD,
Kanadi i Velikoj Britaniji citirali su zbir ovih karakteristika kao dovoljnu argumentaciju
neociglednosti pronalaska (48).
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Pojedine kompanije su uspesno obezbedile niz patenata nad enantiomerima
lekova koje su inicijalno razvile druge kompanije. Sepracor (od 2010. Sunovion),
kompanija koju pojedini autori oznacavaju kao specijalizovanu za hiralne prelaze (49),
tako je patentno zastititila levalbuterol (R-albuterol), eszopiklon (S-zopiklon), S-
cetirizin, arformoterol (R,R-formoterol) i niz drugih lekova ili njihovih savremenih
formulacija, kroz tvrdnje o otkri¢u neocekivano boljih karakteristika u poredenju sa
odgovaraju¢im racematima (3). Sepracor je uspesno podneo Cak i zahteve za patentnu
zaStitu oba enantiomera fluoksetina, navodec¢i otkri¢e povoljnih karakteristika S-
fluoksetina u terapiji migrene, odnosno R-fluoksetina u terapiji depresije, koje nadilaze
efikasnost 1 bezbednosni profil racemata (50). Razvoj enantiomera je, medutim,
prekinut tokom klinickih studija.

Patentno pravo u oblasti hiralnih lekova bogato je razliCitim presedanima i
predmet je intenzivnog interesovanja, posebno u kontekstu ¢injenice da velikom broju
racemskih blokbaster lekova u neposrednoj buduénosti istie patentna zastita. lako
pojedini autori smatraju da praksa hiralnih prelaza predstavlja zloupotrebu patentnog
prava i ugrozava interese pacijenata (51), patentna zaStita enantiomera uopsSteno ne
ograniCava razvoj generickih preparata racemata (42) 1 sama po sebi, bez odgovarajuce
investicije u marketing ,,novog” proizvoda, ne predstavlja univerzalni pristup
produzenju ekskluzivne eksploatacije postoje¢ih lekova. Kako pojedini autori
zakljuCuju, pokusaji patentne zastite enantiomera ¢esto predstavljaju prvi korak u dugim
sudskim sporovima koji se zaklju€uju dogovorom izmedu prvobitnog vlasnika patenta i
genericke kompanije (48). Konacno, ova oblast jos jednom naglasava znacaj poznavanja
uticaja stereohemije lekova na njihovo dejstvo 1 sudbinu u organizmu, jer
argumentovanje (ne)ociglednosti enantiomera kao pronalaska u celosti zavisi od
dokumentovanja superiornosti njegovih karakteristika nad prethodno poznatim
racematom.

6. Zakljucak

Vise od 60% lekova registrovanih u svetu u protekle 3 decenije jesu hiralna
jedinjenja. Do danas je dokumentovan veliki broj primera koji jasno pokazuju da
stereohemija leka moZe imati klju€an uticaj na njegove efekte i sudbinu u organizmu, te
da enantiomeri pre kao pravilo nego izuzetak — poseduju razli¢ite farmakoloske,
farmakokineticke i/ili toksikoloske karakteristike. Prednost upotrebe pojedinacnih
enantiomera umesto racemata u formulacijama lekova obuhvata: smanjenje ukupno
primenjene doze leka, pojednostavljivanje farmakokinetike leka, precizniju procenu
odnosa doze 1 efekta, vecu terapijsku Sirinu, smanjenu interindividualnu varijabilnost
odgovora na lek i jednostavniji terapijski monitoring (8,41). Daleko rede, racemat moze
imati jasne terapijske prednosti nad svakim od enantiomera pojedinac¢no. Zakljucak o
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opravdanosti upotrebe hiralno ¢istog leka odnosno racemata treba doneti ispitivanjem
efekata 1 farmakokinetike pojedina¢nih enantiomera i racemske smese (8).

Razvoj asimetri¢nih sinteza, analitickih metoda kao 1 regulatorni podsticaji doveli
su do znaCajne promene u trendu razvoja novih hiralnih lekova, sa izrazenom
dominacijom enantiomerno ¢istih lekova u novoregistrovanim preparatima. U narednom
periodu, istek patentne zaStite nad brojnim lekovima prethodno zasticenim u obliku
racemata i zelja inovativnih kompanija da odloZe razvoj odgovaraju¢ih generickih
preparata doprineée porastu broja hiralnih prelaza i sve vefem trziSnom udelu
enantiomerno Cistih lekova.

Iako nekada predmet intenzivne debate, danas se ¢ini izvesnim da su farmaceutska
industrija, regulatorne agencije, kao i klinicari, jedinstveni u posvecenosti da se uticaj
stereohemije na dejstvo i sudbinu hiralnih lekova u organizmu ispituje od najranijih faza
njegovog otkrica, te da razvoj leka treba da bude okrenut racionalnom izboru samo
jednog od enantiomera koji ¢e biti formulisan u trziSno dostupan preparat.
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Summary

The action and fate of drugs in the organism are determined by their interactions with
endogenous macromolecules which are predominantly chiral in character. Consideration of the
stereochemical aspects of drug action and pharmacokinetics has been intensified since the 1980s
and has led to extensive documentation of significant differences existing between
stereoisomeric forms of a single drug. Enantiomers can posses different efficacies, exhibit
different pharmacological and toxicological effects, and consequently be characterized by
different safety profiles. The growing wealth of evidence on the importance of stereochemistry,
regulatory incentives, development of asymmetric synthesis methods and analytics — all
contributed to fundamental changes in the way new chiral drugs are developed, tested,
registered and market-managed. Today, enantiomers need to be treated as separate chemical
entities and investigated correspondingly. Development of single enantiomer drugs can facilitate
the reduction of total dose of xenobiotic administered to patients; improve the accuracy of dose-
response estimation; simplify pharmacokinetic studies and therapeutic monitoring. The
stereochemical characteristics of biologically active compounds should, therefore, be considered
from the earliest stages of drug development. Based on the established impact of
stereochemistry, a single enantiomer formulation should be favored, whenever justified.

Key words: enantiomers; drug development; chirality
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Prilozi — Contributions

IZVESTAJ SA PREDAVANIJA ,, THE EDITORIAL WORLD AT THE
LANCET MEDICAL JOURNAL”

Na Vojnomedicinskoj akademiji u Beogradu 2. jula 2012. godine odrzano je
predavanje pod nazivom ,,The Editorial World at The Lancet Medical Journal”.
Predavanje je odrzala Maja Zecevi¢ (PhD, MPh), North American Senior Editor
Casopisa The Lancet. Ovaj nau¢ni Casopis je rangiran na drugoj poziciji medu 153
Casopisa iz oblasti medicine (Journal Citation Reports, Thomas Reuters 2012). Njegov
impakt faktor je 38. Glavni urednik je Richard Horton (BSc, MB, FRCP, FMedSci).
Izdanja ovog &asopisa publikuju se u okviru izdavacke kuée Elsevier. Casopis The
Lancet Red section sadrzi originalne naucne radove sa rezultatima registrovanih
klini¢kih studija'® koje se sprovode u skladu sa smernicama COSORT', STARD",
STROBE", STREGA' ili PRISMA"’. U The Lancet Blue section objavljuju se pisma
urednika, komentari, pisma urednistvu, kratka saopStenja, novine u medicini,
obavestenja 1 dr. The Lancet Green section je tematsko izdanje koje izlazi nekoliko puta
godiSnje 1 sadrzi pregledne radove eminentnih stru¢njaka, po izboru urednika.
Specijalizovana mesecna izdanja Casopisa The Lancet su: Infectious Deseases,
Neurology, Oncology 1, od ove godine, Pulmology. M. ZecCevi¢ je istakla da se
urednistvu Casopisa The Lancet godiSnje prijavi oko 10 000 rukopisa naucnih radova,
oko 20% se upucuje na recenziju 1 samo oko 5% se prihvati za objavljivanje.

Glavna tema predavanja bilo je neeticko ponasanje autora prilikom pripreme 1
objavljivanja naucnih i stru¢nih radova. M. Zecevi¢ je navela da su uobicajeni vidovi
plagiranja u struénim i naunim publikacijama - citiranje, parafraziranje ili prevodenje

' WHO International Clinical Trial Registry Platform (http://apps.who.int/trialsearch/)
" http://www.consort-statement.org/

2 http://www.stard-statement.org/

" http://www strobe-statement.org/

' http://www.medicine.uottawa.ca/public-health-genomics/web/eng/strega.html

'* http://www.prisma-statement.org/

522



dela objavljenog rada ili rada u celini, bez navodenja odgovarajuce reference u radu.
Plagijat predstavlja i prisvajanje ideja 1 sugestija recenzenta u fazi evaluacije rukopisa.
Ovaj vid plagiranja se prakticno nikada ne otkrije. NajCeS¢e autori naucnih radova,
uglavnom nesvesno, u manjoj ili vecoj meri, ponavljaju deo iz svojih prethodnih
publikacija (tzv. auto-plagijat). Utvrdivanje stepena sli¢nosti izmedu radova moze da se
utvrdi koriS¢enjem softverskog programa CrossCheck. U €asopisu The Lancet praksa je
da se CrosCheck koristi samo kod rukopisa koji su prihvaceni za objavljivanje.
CrossCheck alatke se koriste za poredenje radova na engleskom jeziku. Nedostatak
ovog programa je to $to se on ne moze upotrebiti za komparativnu analizu tabela, slika i
grafikona. Zbog toga, nakon analize rukopisa CrossCheck-om, kona¢nu procenu i
odluku o tome da li je nacinjen plagijat donosi urednik. Falsifikovanje, pored plagiranja,
je Cest vid neetickog ponaSanja autora. Uglavnom se falsifikuju grafikoni, slike,
tabelarni prikazi rezultata i podaci o ucesnicima klinickih ispitivanja. Na primer, bilo je
slucajeva gde su u celini falsifikovani podaci o pacijentima 1 rezultati ispitivanja (tzv.
»izmiSljeni” pacijenti i rezultati). Falsifikati u rukopisima radova se vrlo tesko otkrivaju,
jer jo§ uvek ne postoje odgovarajuce softverske alatke. Osim toga, kada se radi o
podacima o pacijentima koji u€estvuju u klinickim ispitivanjima i/ili prikupljenim
rezultatima, obi¢no je izuzetno komplikovano prikupljanje odgovaraju¢ih dokaza o
eventualnom falsifikatu. Za sada se jedino u Norveskoj primenjuje zakon o
falsifikovanju u stru¢nim publikacijama. U ostalim zemljama ne postoje zakonski
propisi koji predvidaju sankcije za neeticko ponasanje autora. U praksi, kada se sumnja
1 utvrdi da je doSlo do plagiranja ili falsifikovanja, sprovode se sledece korektivne mere:
rukopis se ne objavljuje, obavestavaju se autori i njihovi nadredeni i kontaktiraju se
ustanove u kojima je klini¢ko ispitivanje sprovedeno. Ukoliko se otkrije falsifikat ili
plagijat u ve¢ objavljenom radu, urednistvo donosi odluku o povlacenju rada. Problem
neetickog ponasSanja u pripremi stru¢nih i naucnih publikacija je rasprostranjen i
izdavaci ulazu znacajne napore sa ciljem da se on prevazide. Vise informacija o
strategijama 1 aktivnostima na unapredenju etike u stru¢nom izdavastvu dostupno je na
internet sajtovima: http://publicationethics.org, http://www.icmje.org,
http://www.councilscienceeditors.org.

Dr sc. Ljiljana Dekié¢, asistent

Katedra za farmaceutsku tehnologiju 1 kozmetologiju
Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet
Vojvode Stepe 450, 11221 Beograd

Tel.: +381113951359

e-mail: ljiljanadjek@gmail.com
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Nove knjige — New books

FARMACEUTSKA TEHNOLOGIJA I

r N Autori: Gordana Vuleta,
NOVI UDZBENIK U PRODAJI! Jela Mili¢

Marija Primorac,
Snezana Savié¢
Izdavac: Univerzitet u Beogradu,
Farmaceutski fakultet, Beograd, 2012

Farmaceutska tehnologija I je namenjena
studentima, ali 1 svim farmaceutima u mnogim
oblastima farmaceutske delatnosti, kao 1 svim
PRODAJA UDZBENIKA VRSI SE U SKRIPTARNICI v . . . .
FARMACEUTSKOG FaKuTETA U BEoGRapy | StruCnjacima koji su =zainteresovani za oblast
farmaceutike. Knjiga moze sluziti kako za prvo
usvajanje znanja pocetnicima iz oblasti farmaceutske tehnologije, tako 1 za proSirivanje 1
inoviranje dostignutog nivoa znanja poznavaocima ove materije.

.

U tekstu su uglavnom koriS¢eni srpski nazivi za lekovite i pomoéne supstance,
farmaceutske oblike, postupke 1 pojedine fenomene, koji su navedeni u udzbeniku,
mada je bilo nemoguce izbe¢i strane reci 1 ustaljene latinske nazive. Koncept sadrzaja
,Farmaceutska tehnologija I’ baziran je na savremenim principima, a stru¢ni izrazi su
preuzeti iz vazece Evropske farmakopeje.

U uvodu u ,,Farmaceutsku tehnologiju I predstavljen je predmet izucavanja
farmaceutske tehnologije, opisani su farmaceutski oblici lekova 1 postupak formulacije
aktivne supstance u odgovarajuci lekoviti preparat/farmaceutski oblik, objaSnjena
farmakopeja (glavni sluzbeni propis u farmaceutskoj delatnosti), tabelarno prikazani
glavni putevi primene lekova 1 vrste farmaceutskih oblika prema Evropskoj
farmakopeji, za koje su navedeni srpski, engleski i latinski nazivi.
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Takode, u uvodnom delu iznose se podaci o personalizovanoj medicini,
individualizaciji terapije 1 ,,fleksibilnim” farmaceutskim oblicima leka.

U drugom delu ,Farmaceutske tehnologije I” govori se o pomoc¢nim
supstancama (ekscipijensi) u farmaceutskim oblicima lekova sa aspekta preciznosti
doziranja, pogodnosti primene, uloge u oslobadanju i resorpciji lekovite supstance iz
lekovitog preparata, njihov znacaj za stabilnost aktivne supstance i farmaceutski
preparat, uticaj na izradu/proizvodnju 1 kvalitet lekova. Kroz veci broj tabela u delu 2
,Farmaceutske tehnologije I prikazani su najznacajniji podaci o brojnim pomoénim
supstancama koje se koriste u izradi/proizvodnji farmaceutskih preparata, a detaljno je
opisana preciSéena voda (osobine, dobijanje, farmakopejski zahtevi, upotreba u
farmaciji).

Povrsinski aktivne materije kao farmaceutski ekscipijensi su detaljno obradeni u
delu 3.

Praskovi i granule, kao farmaceutski oblici lekova opisani su u delu 4 (prednosti i
nedostaci praskova, vrste 1 karakteristike, izrada 1 ispitivanje).

U delu 5 knjige obradeni su rastvori sa aspekta procesa rastvaranja, metode za
povecanje rastvorljivosti, rastvori kao farmaceutski oblici lekova za peroralnu,
spoljasnju, nazalnu, primenu za usi i na sluzokozu usne duplje, takode, diskutovana je
njihova izrada i potrebna ispitivanja.

Ekstrakti i tinkture (metode ekstrakcije, vrste, izrada, standardizacija ekstrakata i
primena u biljnim u tradicionalnim biljnim lekovima) opisani su u delu 6.

Suspenzije 1 emulzije sa fiziCkohemijskog aspekta, pristup formulaciji
farmaceutskih suspenzija i emulzija, farmaceutski oblici tipa suspenzija i emulzija,
izrada 1 ispitivanja, obradeni su u delu 7.

Polu¢vrsti preparati za primenu na kozi (masti, kremovi, gelovi, paste,
kataplazme, lekoviti i dermalni flasteri) predstavljeni su u delu 8 knjige. Opisane su
najcesce koriS¢ene pomocéne supstance u formulacijama ove vrste farmaceutskih oblika
za kozu, osobine i izbor podloga kao nosaca lekovite supstance, njihovo delovanje na
kozi (bez lekovite supstance), izrada/proizvodnja razliCitih polucvrstih preparata za
kozu, njihova ispitivanja (kvaliteta, stabilnosti) i posebno razmatrani biofarmaceutski
aspekti.

Homeopatski preparati — pojam, status, farmakopejske monografije, metode
izrade i farmaceutski oblici homeopatskih lekova prikazani su u delu 9.

U delu 10 se nalaze podaci o reoloskim osobinama farmaceutskih preparata,
posebno o merenju viskoziteta ove vrste proizvoda i uticaju pomoc¢nih supstanci
(karbomer, metilceluloza, karmeloza — natrijum, hipromeloza) na reolosko ponaSanje
farmaceutskih oblika te¢ne 1 polu¢vrste konzistencije.
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Recenzenti ove knjige su ugledni profesori Farmaceutskog fakulteta u Beogradu,
prof. dr Zorica Duri¢ i prof. dr Sote Vladimirov, koji su pomogli da udzbenik bude $to
jasnije napisan.

Farmaceutska tehnologija I je dostupna u skriptarnici Farmaceutskog fakulteta u
Beogradu, Vojvode Stepe 450 (informacije na telefon: 3951 - 379).

Prof. dr Gordana Vuleta
Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet

Katedra za farmaceutsku tehnologiju 1 kozmetologiju
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