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1. UvVOD

Bakterijska rezistencija je jedan od najvaznijih problema danasnjice, sa zna¢ajnim uticajem kako na
zdravlje pojedinca, tako i1 na celokupan sistem zdravstvene zaStite. Infekcije izazvane rezistentnim
mikrorganizmima su teze za lecenje, imaju losije ishode i ¢eS¢e dovode do komplikacija u odnosu na
infekcije izazvane osetljivim patogenima. Poseban izazov predstavljaju intrahospitalne infekcije, gde
je ceSca pojava multirezistentnih sojeva u odnosu na opstu populaciju. Kako je otkrivanje novih
antibakterijskih lekova skup i spor proces, postoji vise strategija za oCuvanje i povecanje efikasnosti
ve¢ dostupnih antibiotika sa ciljem da se premosti vreme do identifikacije novih terapijskih opcija.
Moguénost primene antibiotika u kombinaciji sa supstancama koje mogu pojacati njihovo terapijsko
dejstvo jedna je od metoda za borbu protiv multirezistentnih mikroorganizama. Kod rezistentnih
bakterija kod kojih je rezistencija posledica pojacane ekspresije efluks transportera bakterija,
osetljivost se moze povratiti inhibicijom efluks pumpi. Aktivan efluks igra vaznu ulogu u rezistenciji
na fluorisane hinolone, stoga je ova grupa antibiotika od interesa prilikom ispitivanja mogucnosti
inhibicije efluks pumpi kao strategije za borbu protiv rezistencije. IstraZzivanja u sklopu ove doktorske
disertacije posvecena su identifikaciji i ispitivanju efluks inhibitora koji imaju visok translacioni
potencijal. Ovaj proces sproveden je kroz odredivanja efekata konkomitantne primene levofloksacina,
fluorohinolonskog antibiotika i daidzeina, izoflavona koji prema literaturnim podacima ispoljava
inhibitorne efekte na efluks pumpe bakterija, povecavaju¢i na taj nacin intracelularne koncentracije
konkomitantno primenjenih antibiotika i pojacavajuc¢i im efekat. Od brojnih supstanci koje se u
literaturi navode kao inhibitori efluks pumpi prirodnog porekla, daidzein je izabran za dalja
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nezeljenih dejstava i dugogodisnjoj primeni kod ljudi, kroz konzumaciju razlic¢ite hrane i suplemenata
koji ga sadrze. Ipak, da bi daidzein ispoljio svoje dejstvo u smislu povecanja osetljivosti bakterija u
klinickim uslovima, neophodno je da na samom mestu infekcije postize koncentracije dovoljno visoke
za inhibiciju bakterijskih efluks pumpi. Kako je najveci broj infekcija lociran u perifernim tkivima, a
ne u krvi, uobicajene metode odredivanja koncentracija lekovitih supstanci u plazmi, ne pruzaju
dovoljno informacija. U literaturi ne postoje podaci o tkivnoj farmakokinetici daidzeina, niti o efektu
koje koadministracija ima na uobi¢ajenu farmakokinetiku primenjenih antibiotika. Ove informacije
su neophodne da bi se ispitao translacioni potencijal daidzeina, i primenjivost strategije inhibicije
efluks pumpi u klini¢kim uslovima. Brojne su metode za odredivanje koncentracija supstanci od
interesa u perifernim tkivima, ali se posebno izdvojila mikrodijaliza, koja je zlatni standard u
ispitivanjima ovog tipa, i neophodan deo prilikom registracije novih antibakterijskih lekova.
Implementacija ove metode u nasim uslovima, omogucila bi povecanje istrazivackih kapaciteta nase
institucije, posebno usled ¢injenice da nijedna druga istrazivacka grupa u zemlji 1 regionu jo$ uvek ne
primenjuje ovu metodu. Mikrodijalizni metod poseduje odredena ograni¢enja poput male zapremine
uzoraka dostupnih za analizu i potrebe za sofisticiranim tehnikama za kvantifikaciju koje dozvoljavaju
detekciju niskih koncentracija analita u ograni¢enoj zapremini uzorka. Levofloksacin spontano
fluorescira i stoga ga je moguée i bez komplikovane pripreme uzoraka detektovati te¢nom
hromatografijom sa fluorescentnim detektorom, metodom koja je od 10-50 puta osetljivija od klasi¢ne
tecne hromatografije. Visoka osetljivost kao i nekomplikovana priprema uzoraka za analizu su, pored
klinickog znacaja i aktuelnosti problema rezistencije na levofloksacin, takode, razlozi ispitivanja bas
ovog antibiotika. Doktorska disertacija sastoji se od ispitivanja in vivo tkivne farmakokinetike i
bezbednosti daidzeina i levofloksacina samostalno i u kombinaciji na animalnom modelu i ispitivanja
interakcije ove dve supstance na nivou bakterijskih kultura iz klini¢kih izolata. U nastavku, uvod daje
pregled dostupne literature o osobinama hinolona, farmakokinetici, farmakodinamici, mehanizmima

rezistencije i aktuelnim strategijama za prevazilazenje ovog problema.



1.1 Hinoloni

Hinoloni su grupa sintetskih antibiotika, dobijena tokom sinteze hlorokina, pre vise od pola veka. Prvi
predstavnik, nalidiksi¢na kiselina, brzo je uSao u klini¢ku primenu, za infekcije urinarnog trakta
izazvane Gram-negativnim bakterijama [1]. Osamdesetih godina proslog veka, biva razvijena nova
generacija hinolona, fluorohinoloni, sa boljim farmakoloSkim osobinama i aktivnos¢u i protiv Gram-
pozitivnih bakterija. Podela hinolona na generacije bazirana je na antibakterijskom spektru i
farmakokinetici. Prva generacija ukljucuje ve¢ spomenutu nalidiksi¢nu kiselinu i pipemidinsku
kiselinu, primenjivala se za nekomplikovane urinarne infekcije, usled loSe distribucije u ostala tkiva.
Predstavnici druge generacije imaju Siri spektar dejstva a predstavnici su ciprofloksacin i ofloksacin,
koji se koriste i za komplikovane infekcije urinarnog trakta i infekcije koze i mekih tkiva. Treca
generacija (levofloksacin, gatifloksacin, sparfloksacin) deluje i na atipi¢ne bakterije, a Cetvrta

generacija (gemifloksacin, trovafloksacin) ima izrazeno dejstvo i na anaerobe.

Antibakterijsko dejstvo ostvaruju inhibicijom topoizomeraze Il (DNK giraze) i topoizomeraze 1V,
bakterijskih enzima neophodnih za replikaciju, transkripciju i reparaciju bakterijske DNK [1, 2]. DNK
giraza je enzim koji proizvodi negativne supernavoje u DNK oko svoje ose. Ovaj process koji se
naziva superspiralizacija vazan je za funkcionisanje bakterijskih Celija [3]. Superspiralizacija ¢ini
bakterijski hromozom kompaktnijim i reguliSe nivo genske transkripcije. Bakterije u logaritamskoj
fazi rasta imaju najvise izraZenu superspiralizaciju, a ovaj proces nastupa i u odgovoru na stresogene
iz okoline bakterijske celije [4]. Negativno superspiralizovana DNK omoguéava inicijaciju i
replikaciju DNK. Topoizomeraza IV je enzim strukturno srodan girazi koji ima ulogu na kraju DNK
replikacije omogucavajuci segregaciju novosintetisane DNK u cerke celije [5]. Fluorohinoloni
inhibiSu navedene enzime, stabiliSu¢i DNK-giraza ili DNK-topoizomeraza komplekse, §to dovodi do

brze inhibicije DNK sinteze i smrti bakterijske ¢elije [1].



U tabeli 1. prikazane su fizicko-hemijske i farmakokinetske osobine fluorohinolona. Vecina
fluorohinolona ima molekulsku masu od oko 300 Da, umereno su lipofilni, sa izuzetkom
ciprofloksacina, a za proteine plazme se vezuju u procentu od 20 do 40% [6]. Na fizioloskim
vrednostima pH, nalaze se u nejonizovanom obliku i distribuiSu se lako u periferna tkiva, Cesto
postizu¢i koncentracije visSe nego u plazmi. Uglavnom se izlu¢uju nepromenjeni urinom, gde se

koncentruju. Izuzetak je moksifloksacin, koji se metaboliSe u jetri i izlu¢uje putem zucéi [7].

Fluorisani hinoloni predstavljaju jednu od najvaznijih grupa antibakterijskih lekova. Ovi baktericidni
antibiotici imaju Sirok spektar dejstva, te se koriste i u vanbolni¢kim i bolni¢kim uslovima za infekcije

koze, mekih tkiva, kostiju, respiratornog i urinarnog trakta [6].

Tabela 1. Pregled fizicko-hemijskih i farmakokinetskih osobina fluorohinolona

Ime leka Bioraspolozivost | Vezivanje | Frakcija koja | Frakcija koja | Poluvreme | pKa? | logP? | VD (L/kg)
(%)* za podleze podleze elaminacije
proteine eliminaciji metabolizmu | (h)*?
plazme (%)? (%)?
(%)t
ciprofloksacin | 70 30 40-50 15 35 6.09 | 0.28 | 1.74 -5.0
L/kg 4
levofloksacin | 99 35 87 <5% 6.9 545 | 2.1 1.1L/kg?3
moxifloksacin | 86 47 Urin — 20 52 121 569 | 2.9 1.7 - 27
Feces - 25 L/kg
gemifloksacin | 71 60-70 Urin-36+9.3 <10% 8.0 553 | 2.3 1.66 -
Feces - 61 +9.5 12.12 L/kg
ofloksacin 98 32 Urin - 65-80 <10% 9.0 5.45 | -0.39
Feces - 4-8

Izvori:*[8], 2[9], °[10], *[11]

Uprkos nesumnjivom klinickom znacaju, ova grupa antibiotika povezana je sa, iako vrlo retkim, ipak
znacajnim neZeljenim dejstvima, te su istrazivanja bezbednosnog profila unazad 15-20 godina dovela
do ograni¢enja u primeni hinolona, i do povlacenja pojedinih agenasa sa trzista [12]. Prva generacija
hinolona, povucena je sa trziSta, jer indikacije za koje su se koristili (nekomplikovane urinarne
infekcije) nisu opravdavale rizik od njihove primene. U najvecem broju slucajeva, nezeljena dejstva
su blaga, ali utvrdena je i povezanost primene hinolona i nastanka tendinopatija, artralgija i rupture

tetiva. Tacan mehanizam kojim fluorohinoloni oStecuju tetive nije u potpunosti razjasnjen, ali neki od
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pretpostavljenih mehanizama povezuje se sa direktnim citotoksi¢énim efektima na hondrocite i
fibroblaste, izmene celijskog matriksa i sa inhibicijom sinteze i stimulacijom razgradnje kolagena tip
1 [13]. Toksi¢nost prema vezivnom tkivu nije ograni¢ena na tetive, te su ispitivanja pokazala da je
primena fluorohinolona povezana sa povecanim rizikom od ancurizme i disekcija aorte [14]. Takode

je opisan i nastanak periferne neuropatije, konvulzija i fotosenzitivnost.

1.1.2 Levofloksacin

Levofloksacin je patentiran 1985, a puSten u promet 1996. godine. Prema Svetskoj zdravstvenoj
organizaciji, svrstan je na listu esencijalnih lekova [15]. Dostupan je i kao generik, u obliku
formulacija za oralnu i intravensku primenu. Levofloksacin je sintetski S (-) enantiomer ofloksacina,
aktivan prema Gram-pozitivnim, Gram-negativnim i atipi¢nim bakterijama koje su kauzalni agensi
kako u vanbolni¢kim tako i u bolni¢kim infekcijama. Levofloksacin deluje na sojeve Staphylococus
(meticilin osetljivi) i enterobakterije ali ima posebno izrazeno dejstvo na Streptococcus pneumoniae i
druge mikroorganizme koji izazivaju respiratorne infekcije poput Haemophilus influenzae, Moraxella
catarrhalis, Legionella spp., Mycoplasma spp. i Chlamydia pneumoniae [16]. Deluje i na
Mycobacterium tuberculosis i predstavlja antituberkulotik druge linije [17]. Levofloksacin se koristi
kod odraslih osoba za leCenje akutnog bakterijskog sinuzitisa, egzacerbacija hroni¢nog bronhitisa,
vanbolnickih 1 bolnickih pneumonija, komplikovanih infekcije koZe, mekih tkiva 1 urinarnog trakta,
ukljucujuéi pijelonefritis 1 bakterijski prostatitis. Takode se koristi u prevenciji 1 leCenju infekcija
izazvanim bakterijom Yersinia pestis, i kod inhalacionog antraksa. Siroki spektar dejstva omoguéava
efikasnost monoterapije levofloksacina, dok se u bolni¢kim uslovima u empirijskoj primeni cesto
koristi i u kombinaciji sa drugim antibioticima [15]. Usled ve¢ spomenutog rizika od teskih i ozbiljnih
nezeljenih dejstava (tendinitis, ruptura tetiva, neuropatija i CNS efekti), kod egzacerbacija hroni¢nog
bronhitisa, sinuzitisa i nekomplikovanih urinarnih infekcija, levofloksacin se preporucuje kod

pacijenata gde ne postoji alternativa. Oftalmicki preparati levofloksacina koriste se u terapiji



konjuktivitisa. U cilju smanjena razvoja rezistencije, preporucuje se primena levofloksacina isklju¢ivo

kod potvrdenih bakterijskih infekcija.

Levofloksacin je dostupan u obliku tableta za per os primenu (250, 500 i 750 mg) i rastvora za
intravensku primenu. Usled rizika od nastanka hipotenzije, bolus injekcija ili brza venska primena se
ne preporucuje, te se levofloksacin intravenski primenjuje u sporoj infuziji. Kod pacijenata sa
bubreznom insuficijencijom (glomerularna filtracija 10 do 50 ml/min) preporucuje se za 50%
smanjenje ukupne dnevne doze. Nakon oralne primene, levofloksacin se rapidno resorbuje, i
bioekvivalentan je intravenskoj formulaciji, Sto omoguéava tkz. ,,svi¢* terapiju, odnosno prelazak sa
intravenskog na oralnu formulaciju, smanjuju¢i na taj nacin troskove leCenja i neophodnost
zadrZavanja pacijenata u bolni¢kim uslovima. Maksimalne koncentracije se postizu posle 1h posle per
0s primene, a hrana ima mali efekat na resorpciju levofloksacina. Dobro se distribuise u periferna
tkiva, a priblizno 30-40% levofloksacina vezuje se za proteine plazme. Visekratnim doziranjem,
ravnotezno stanje se postize nakon tri dana. Apsorpcija se deSava putem OATP1A2 influks
transportera [15, 18], dok se prema rezultatima in vitro ispitivanja, transport u bazolateralno-
apikalnom smeru odvija putem P-glikoproteina (P-GP) [19, 20]. Levofloksacin postize visoke
koncentracije u plu¢ima i prostati, vise nego one u plazmi, dok slabo prodire u cerebrospinalnu te¢nost.
Levofloksacin se u manjoj meri metaboliSe — metaboliti dezmetil-levofloksacin i levofloksacin-N-
oksid ¢ine manje od 5% doze izlu€ene u mokraci. Najveci deo se izluCuje neizmenjen putem bubrega.
Eliminacija levofloksacina se prvenstveno odvija putem bubrega [10, 21], te se doza mora prilagoditi
kod pacijenata sa oSteCenom bubreznom funkcijom. Posle oralne, a i intravenske primene, izlucivanje
iz plazme je relativno sporo, sa poluvremom eliminacije od oko 6 do 8 sati. Prema EUCAST
standardima, granica osetljivosti korespondira sa koncentracijom levofloksacina u plazmi od 2 mg/L.
Prilikom razmatranja efikasnosti antibakterijskih lekova, izbora i korekcije doze i doznog rezima,
pored farmakokinetskih, neophodno je uzeti u obzir i farmakodinamiku kao i medusobne odnose ovih

parametara.



1.1.2 Farmakokinetsko/farmakodinamski parametri fluorohinolona

Farmakokinetika je nauka koja prati sudbinu leka u organizmu, tj. procese resorpcije, distribucije,
metabolizma i ekskrecije lekova. Osnovni procesi u farmakokinetici obuhvataju fazu apsorpcije,
distribucije, metabolizma i eliminacije. Na osnovu izmerenih koncentracija lekova i farmakokinetskih
ispitivanja, preracunavaju se i odreduju razliciti farmakokinetski parametri: klirens leka (CI), volumen
distribucije (Vd), poluvreme eliminacije (ti2), povrSina ispod krive koncentracija-vreme (AUC),
konstante brzine resorpcije i eliminacije (o,) i drugi [22]. Farmakokinetska ispitivanja daju osnov za
izbor i korekciju reZima doziranja lekova, omogucéavaju bolje razumevanje farmakodinamike (FD)

lekova kao i utvrdivanje farmakokinetsko-farmakodinamske (FK/FD) korelacije.

Odredivanje farmakokinetskih parametara moguce je primenom kompartmanske i nekompartmanske,
model-nezavisne analize, od Kkojih drugi pristup znatno viSe odgovara klini¢koj praksi usled

jednostavnog i brzog izvodenja.

Primenom nekompartmanske FK analize, brzina eliminacije lekova (Ker) izraGunava se prema slede¢oj

formuli:

_ lnC1 - lnCZ
4

el
Ci=izmerena koncentracija leka u vremenu t;

Co=izmerena koncentracija leka u vremenu t>

Brzinu eliminacije leka opisuje i parametar poznat kao poluvreme eliminacije (ti2), Sto odgovara

vremenu za koje se koncentracija leka smanji na polovinu od inicijalne vrednosti:

0693
1/2 kel




Razli¢iti farmakokinetski parametri koji opisuju kretanje leka u organizmu, poput maksimalne
koncentracije leka (Cmax ) i povrSine ispod krive koncentracija-vreme (AUC) od znacaja su prilikom
tumacenja FK/FD indeksa antibakterijskih lekova. AUC omogucava procenu ukupne koncentracije
leka u organizmu, odnosno izloZenost leku. Na osnovu podataka o izmerenim koncentracijama leka u
razli¢itim vremenskim tackama merenja, primenom trapezoidnog metoda dobija se vrednost AUC

koju matematicki opisuje:
(Cnt1t+Cn)
AUC = 2?:1[ +; * (tn+1 + tn)]

tn - vreme merenja koncentracija leka
Cn - koncentracija leka u datom vremenu

Uvid u distribuciju lekova daje podatak o prividnom volumenu distribucije, a za fazu eliminacije
lekova, koja je za antibakterijske lekove od velikog znacaja za odredivanje i korekciju doznog rezima
i uvid daju poluvreme eliminacije i klirens. Prividni volumen distribucije (\VVd) predstavlja teoretsku

vrednost koji povezuje koli¢inu leka u organizmu i njegovu koncentraciju u krvi (plazmi).

Klirens leka (Cl) predstavlja teoretski odreden volumen telesne te¢nosti koji se ocisti od leka u jedinici
vremena. Klirens leka (Cl) je osnovni farmakokinetski parametar koji opisuje izlu¢ivanje lekova.
Ukupni klirens (CIP) predstavlja volumen plazme koji se u jedinici vremena ocisti od primenjenog
leka (metabolisanjem, ali 1 svim drugim putevima izlu¢ivanja — bubreg, jetra, pluc¢a). Bubrezni
(renalni) klirens (CIR) je volumen plazme koji se u jedinici vremena ocisti od leka izlu¢ivanjem preko
bubrega. Hepaticki klirens (CIH) predstavlja deo zapremine plazme koji se od leka ocisti preko jetre

u jedinici vremena. Klirens leka opisuje matematicka formula:
Cl= kel * Vd

Kei=konstanta eliminacije



Vg=volumen distribucije

Znacaj farmakodinamskih parametara antibakterijskih lekova, odnosno mehanizma ubijanja bakterija,
post-antibiotskog efekta i uticaja sub-inhibitornih koncentracija je primeéen pre dvadesetak godina.
Odgovor za kompleksnost interakcije izmedu antibiotika i mikroorganizma pronaden je u
kvantitativnom odnosu izmedu farmakokinetskih parametara antibakterijskih lekova i mikrobioloskih
parametara (minimalna inhibitorna koncentracija, MIK), takozvanim
farmakokinetsko/farmakodinamskim (FK/FD) indeksima. Brojne studije su pokusale da kvantifikuju
aktivnost antibakterijskih lekova i utvrde FK/FD indekse [23-25] i njihove vrednosti koje najbolje
koreliraju sa terapijskom efikasnoS¢u. Znacaj odredivanja MIK lezi u ¢injenici da antibiogram kao
mera osetljivosti bakterija Cesto nije dovoljno precizna mera, pa i u slucaju pozitivhog nalaza
antibiograma, ne dolazi do o¢ekivanog odgovora na primenjenu terapiju [26]. Odredivanje minimalne
inhibitorne koncentracije je preciznija mera potencije antibiotika i neophodan je za doziranje na
osnovu FK/FD parametara. Minimalne inhibitorne koncentracije su vazne u dijagnostickim
laboratorijama pri odredivanju otpornosti mikroorganizama na antimikrobni agens, kao 1 pri pracenju
aktivnosti novih antimikrobnih agenasa [27]. MIK se smatra najosnovnijim laboratorijskim merenjem
aktivnosti antimikrobnog agenasa protiv organizma i postoje razli¢iti nacini odredivanja [28].
Dilucione metode koriste niz dvostrukih razblaZenja antibiotika u odgovarajucoj podlozi i registruje
se ona koncentracije gde dolazi do zaustavljanja rasta bakterija nakon perioda inkubacije [29]. Prema
podlozi u kojoj se prave razblazenja antibiotika postoje bujon dilucioni metod i agar dilucioni metod.
Agar dilucioni metodom se zasniva na principu difuzije antibiotika kroz ¢vrstu hranljivu podlogu
(agar) prethodno zasejanu ispitivanom bakterijskom kulturom. Za bujon dilucionu metodu kao
standardna podloga koriste se razli¢ite te¢ne podloge. Bujon diluciona metoda moze da se izvodi u
epruvetama ili kao mikrodiluciona tehnika — u plo¢ama za mikrotitraciju [30]. Brza ali i skuplja jeste
E-test metoda na agaru, gde se koriste fabricki standardizovane E-test trake koje sadrze opadajuci

gradijent koncentracije antibiotika i vrednost MIK se ocitava na skali koncentracija na E-test traci na
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mestu gde linija zone inhibicije rasta preseca ivicu E-test trake. Prednost je direktno ocitavanje
vrednosti MIK 1 moguce istovremeno ispitivanje osetljivosti na veci broj antibiotika. Moguce je

odredivanje MIK i primenom automatizovanih sistema [30].

FK/FD indeksi koji kvantifikuju aktivnost antibiotika i koreliraju sa terapijskom efikasnos¢u su Cmax
IMIK (maksimalna koncentracije leka u plazmi/MIK), %t >MIK (procenat doznog intervala u kome
koncetracija antibiotika prevazilazi MIK) i AUC/MIK (odnos izmedu povrsine ispod krive
koncentracija/ vreme i MIK) [23, 31, 32]. Ispitivanja su radena na in vitro modelima, laboratorijskim

zivotinjama, a zatim potvrdena kroz klinicke studije.

Vazno je objasniti pozadinu koja stoji iza navedenih FK/FD indeksa. Koncept farmakodinamike
antibakterijskih lekova odnosi se ha mehanizam ubijanja bakterija, vrednosti minimalne inhibitorne
koncentracije (MIK), post-antibiotski efekat (PAE) [33, 34], efekat sub-inhibitornih koncentracija
(sub-MIK) [35] kao i post-leukocitni efekat (PALE). PAE predstavlja pojavu prestanka deljenja
bakterija izlozenih antibiotiku i nakon uklanjanja antibiotika iz medijuma koji sadrzi bakterije. DuZina
trajanja PAE predstavlja razliku u vremenu koje je potrebno bakterijama tretiranim antibiotikom da
postignu umnozavanje broja kolonija jednako bakterijama koje nisu bile izloZene dejstvu testiranog
antibiotika. Medutim, nije samo PAE zasluzan za sprecavanje ponovnog rasta bakterija. Dodavanje
niskih, sub-inhibitornih koncentracija u toku post-antibiotskog efekta dodatno produzava inhibiciju
rasta bakterija. Takode, kod imunokompetentnih pacijenata, bakterije izloZene niskim, sub-
inhibitornim koncentracijama antibiotika podloZnije su fagocitozi. Ovo povecanje aktivnosti leukocita
(eng. postantibiotic leukocyte enhancement, PALE) pokazano je za fluorohinolone, makrolide i
peneme [36]. Uz ucesce imunog sistema domacina, trajanje inhibicije rasta je obicno je duze in vivo
nego in vitro i upravo ovo omogucéava manje Cestu primenu (duzi dozni interval) antibiotika sa

izrazenim PAE, sub-MIK i PALE efektima.



Tabela 2. Najvazniji FK/FD indeksi za izabrane antibakterijske lekove i vrednosti koje koreliraju sa
terapijskom efikasnos$¢u

Grupa antibiotika FK/FD indeks | Vrednost indeksa
Penicilini % t>MIK 50-60%
Cefalosporini % t>MIK 60-70%
Karbapenemi % t>MIK 40-50%
Makrolidi AUC*/MIK | 25
Glikopeptidi (vankomicin) | AUC/MIK 250
Tigeciklin AUC/MIK 17,9
Linezolid AUC/MIK 100
Aminoglikozidi Cmax /IMIK 10
Fluorohinoloni Cmax IMIK 10
AUC/MIK 125

*AUCo-24n

Uprkos velikom broju antibakterijskih lekova, svi ispoljavaju neki od dva tipa antibakterijske
aktivnosti — vremenski zavisno ubijanje bakterija ili koncentracijski zavisno ubijanje bakterija. U
tabeli 2. su prikazani najvazniji FK/FD indeksi i njihove vrednosti za izabrane grupe antibakterijskih
lekova. Vrednosti prikazane u tabeli, predstavljaju donju granicu za postizanje terapijske efikasnosti.
Za lekove sa vremenski zavisnim ubijanjem bakterija udeo vremenskog intervala u kome se
koncentracije leka nalaze iznad MIK (%t>MIK) najbolje koreliraju sa terapijskim ishodom [37]. Ovaj
indeks je posledica ¢injenice da antibiotici sa vremenski zavisnim ubijanjem bakterija pokazuju
najizrazeniju antibakterijska aktivnost tek nakon viSesatnog kontakta izmedu antibakterijskog leka 1
bakterije, a sama koncentracija antibiotika nije od presudne vaznosti (dovoljne su vrednosti 2-3 puta
iznad MIK) [23]. Stoga se dozni rezimi odreduju tako da se poveca trajanje ekspozicije antibiotiku —
kra¢i dozni intervali ili produZena infuzija u slu¢aju parenteralne administracije. Medutim, pojedine
klase antibiotika pokazuju vremenski zavisnu antibakterijsku aktivnost, ali imaju izrazen PAE, te se
mogu dozirati u duzim intervalima. U tu grupu spadaju makrolidi, tetraciklini, linkozamini, triciklini,

a kod ovih klasa antibiotika najvazniji indeks efikasnosti je AUCo-24/MIK [38-40].

Predstavnici antibiotika sa koncentracijski zavisnim ubijanjem bakterija su aminoglikozidi i

fluorohinoloni. Cilj doziranja je postizanje Sto visih koncetracija na mestu infekcije. Za



aminoglikozide, postizanje koncentracije leka od 10-12x iznad MIK-a dovodi do eradikacije preko
90% bakterija [41]. Dug PAE aminoglikozidnih antibiotika dozvoljava administraciju jednom dnevno
Sto smanjuje toksi¢ne efekte, a povecava terapijsku efikasnost. Za fluorohinolone, pored Cmax/MIK,
vazan je 1 AUC/MIK, gde je klinickim ispitivanjima potvrdeno da ovaj parametar korelira sa
terapijskim ishodom [32, 40, 42]. Kao S§to je ve¢ spomenuto, fluorohinoloni ispoljavaju
koncentracijski zavisno ubijanje bakterija, gde su minimalne baktericidne koncentracije slicne MIK
za vecinu bakterija, a veli¢ina inokuluma ima minimalan efekat na njihovu efikasnost [29]. Visoke
koncentracije na mestu infekcije su od kriticnog znacaja za fluorohinolone [32]. Vrednost Cmax /MIK
> 10 [32], opste je prihvacen prediktor klini¢kog ishoda pri terapiji fluorohinolonima. Pri nizim
dozama, pri vrednostima Cmax /MIK <10, odnos AUC/MIK bolje korelira sa terapijskim odgovorom.
Ciljane vrednosti AUC/MIK >25h predloZene su za manje teske infekcije, dok su kod teskih infekcija
i imunokompromitovanih pacijenata, vrednosti fAUC/MIK >100 h neophodne za uspeSan terapijski
odgovor [29]. Vaznp je napomenuti da parametar tfAUC oznac¢ava povrsinu ispod krive koncentracija-
vreme odreden na osnovu slobodnih koncentracija leka, koji nije vezan za proteine, a tAUC, na osnovu
ukupne koncentracije leka. Retrospektivno istrazivanje kod pacijenata sa bakterijemijom izazvanom
P. aeruginosa, procenat izlecenja je bio iznad 90% sa vrednostima Cmax/MIK iznad 8 [43]. Vrednost
tAUC/MIK od 125h koju su utvrdili Forest i saradnici ispitujuéi farmakodinamiku ciprofloksacina kod
kriticno obolelih, opste je prihvacena ciljana vrednost za koju je potvrdeno da najbolje korelira sa
rapidnim bakterioloskim 1 klinickim odgovorom kod infekcija izazvanih Gram-negativnim
bakterijama [42]. Kod infekcija izazvanih Gram-pozitivnim bakterijama, odnos tAUCo.24/MIK >33,7h

predlozen je za S. pneumoniae, a odnos tAUC/MIK >87 h za S. aureus [44].

Pored efikasnosti, za FK/FD parametre fluorohinolona je utvrdeno da koreliraju sa razvojem
rezistencije. Jedna od predlozenih farmakodinamskih mera, razvijena za usporavanje razvoja
otpornosti prema antibioticima, koja opisuje odnos izmedu farmakodinamike antibiotika i razvoja

rezistencije je tkz. prozor selekcije rezistentnih sojeva (PSR) [45]. Koncept PSR je prvobitno utvrden



za fluorohinolone, 1999. godine [46], a potom i za beta-laktame, polimiksine, makrolide i
aminoglikozide, in vitro [47-51].Unutar osetljive bakterijske populacije izloZene antibioticima, deo
¢elija ostaje nepogoden dejstvom antibiotika. Umnozavanje ove otporne sub-populacije odvija se u
rasponu koncentracija izmedu minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) osetljivih ¢elija i MIK-a
najmanje osetljive sub-populacije, koja se naziva koncentracija prevencije rasta rezistentnih sojeva
(MPK) [52]. Ovaj raspon koncentracija odgovara prozoru selekcije rezistentnih sojeva (PSR).
Takore¢i, MPK je koncentracija koje sprecava rast rezistentnih mutanata, odnosno MIK najmanje
osetljivog soja unutar heterogene bakterijske populacije [53]. Tradicionalni rezimi doziranja ¢esto
daju antibakterijske koncentracije unutar PSR-a, omogucavajuéi selektivno umnozavanje rezistentnih
bakterija. Za fluorohinolone, PSR odreden in vitro primenjiv je za optimizaciju rezima doziranja u

cilju smanjenja mogucnosti razvoja rezistencije i u klini¢kim uslovima [54, 55].

1.1.3 Farmakokinetika antibakterijskih lekova — tehnike odredivanja

Klinicka farmakokinetika ima za cilj da prilagodi doziranje leka individualnim potrebama organizma.
Ovo se zasniva na hipotezi da postoji odnos izmedu koncentracije leka u krvi i odgovora na lek, bilo
da se radi o terapijskom ili toksi¢nom efektu [28, 56, 57]. Ovaj koncept je tacan za vecinu lekova.
Prolazak leka sa mesta aplikacije (iz creva, i.m. ili s.c. injekcije) odreduje koli¢inu aktivne supstance
koja dolazi u sistemsku cirkulaciju, kao 1 brzinu kojom se to postize. Koncentracije leka u krvi mogu
znacajno varirati inter- i intraindividualno zavisno od osobina samog leka i/ili pacijenta.
Farmakokinetski parametri nekog leka mogu biti znacajno promenjeni kod dece, trudnica i dojilja,
starih osoba (iznad 65 godina), insuficijencije bubrega, insuficijencije jetre, istovremene primene
drugih lekova, sepse, septi¢nog Soka i teske traume [56]. Za optimalno doziranje antibiotika, poseban
izazov predstavlja sepsa 1 septicni Sok, kako zbog izmenjene farmakokinetike kod ovih pacijenata,
tako i zbog izmenjenih karakteristika izazivaca infekcije — u hospitaninim uslovima, posebno u
jedinicama intenzivne nege, veca je ucestalost multirezistentnih bakterija [58]. Prac¢enje koncentracije

leka 1 primena farmakokinetskih principa u cilju prilagodavanja terapijske doze pojedinacnom



pacijentu sa ciljem da se postigne optimalan efekat i smanje nezeljena dejstva omogucéava individualno
doziranje kod ugrozenih pacijenata. Ukljuc¢ivanje FK/FD parametara u odredivanju optimalnog rezima
doziranja antibiotika kod ovih pacijenata povecava Sansu za postizanje adekvatnog terapijskog

odgovora [59].

Vazno je napomenuti da je za antibakterijske lekove posebno znacajna distribucija antibiotika tj.
prelazak iz plazme u tkiva - na ciljno mesto infekcije i vezivanje antibakterijskog leka za proteine
plazme [60-62]. Vezivanje lekova za proteine je opsti bioloski fenomen i cirkuliSuéi proteini sluze
kao transportni mehanizam ili kao depo za lekove. Samo slobodna, nevezana frakcija leka moze
ostvariti antibakterijski efekat, te merenje ukupne koncentracije leka u plazmi moze preceniti
ocekivani terapijski efekat. Takode, najveéi broj infekcija nije lokalizovan u plazmi ve¢ u
intersticijalnom prostoru tkiva, te je poznavanje koncentracija koje antibiotik postize u tkivima koja
su ishodiste bakterijske infekcije nezaobilazni deo adekvatnog doziranja antibiotika. Na primer, kod
lecenja nekomplikovanih urinarnih infekcija, koncentracije u plazmi su manje vazne od nivoa leka u
urinu a kod infekcija centralnog nervnog sistema, znacajan je podatak 0 prolasku leka kroz
hematoencefalnu barijeru [57, 63]. Ta¢ne tkivne koncentracije ne mogu se uvek ekstrapolirati na
osnovu koncentracija u plazmi, te postoje razli¢iti nacCini merenja tkivnih koncentracija.
Karakterizacija tkivne farmakokinetike je zna€ajna jer pruza precizne informacije o prodoru u tkiva,
koji je Cesto neujednacen, a izmedu razli¢itih tkiva postoje velike razlike [64]. Neke od tradicionalnih
metoda za odredivanje tkivne farmakokinetike su indirektno modelovanje nivoa lekova u tkivu na
osnovu koncentracija u plazmi, uzimanje uzoraka ili bioptata tkiva ili telesnih te¢nosti kao 1 metoda
izazivanja plika i uzorkovanja iz eksudata (eng. skin blister technique) [65, 66]. Brojne imidzing
metode se takode mogu koristiti za odredivanje tkivne farmakokinetike — planarna gama scintigrafija,
emisiona tomografija zasnovana na emisiji fotona (eng. SPECT-Single Photon Emission
Tomography), pozitronska emisiona tomografija (eng. PET-Positron Emission Tomography) i

magnentno rezonantna spektroskopija [67-69]. Ograni¢enje im je visoka cena i problemati¢ni i sloZeni



postupci neophodni za obelezavanje antibiotika radioaktivnim izotopima, te je veoma mali broj studija
o0 kinetici antibiotika koristio spomenute metode [67, 70-73]. Klasi¢ne metode koje se primenjuju
zavise od tkiva koje je ishodiste infekcije. Na primer, merenja koncetracija lekova u respiratornom
traktu vazno je za antibiotike koji se koriste u leCenju pneumonija, egzacerbacija hroni¢ne
opstruktivne bolesti plu¢a i sl. Jedna od metoda merenja jeste uzorkovanje iz donjih partija
respiratornog sistema primenom bronhoalveolarne lavaze [74]. Uzorak bronhoalveolarnog lavata se
uzima nakon instilacije sterilnog fizioloskog rastvora u bronh i aspiracije sadrzaja. Merenje
koncetracije lekova u centralnom nervnom sistemu moguce je uzorkovanjem likvora. Sve ove metode
su invazivne i rezervisane samo za odredene grupe pacijenata. Merenje koncetracije antibiotika izvodi
se 1 u homogenatima tkiva. Ovo je najces¢e rezervisano za animalne modele, ali se izvodi 1 na iseCcima
tkiva dobijenih prilikom biopsija ili operacija. Koncetracije u homogenatu tkiva medutim ne prave
razliku izmedu koncetracija intracelijski 1 u intersticijumu, a to je od znacaja da bi se imao uvid u
frakciju leka koja moze ostvariti antibakterijski efekat [75]. Za antibiotike koji se akumuliraju
intracelularno, poput fluorohinolona, tkivni bioptat moZe preceniti mogucnost ovih lekova da ostvare
antibakterijski efekat za infekcije koje su lokalizovane intersticijalno. Posebno znac¢ajna metoda za
odredivanje slobodnih tkivnih koncetracija antibiotika, kojom je moguce uspe$no prevazici

spomenuta ograni¢enja lekova je mikrodijaliza.

1.3.1 Mikrodijalizna metoda

Mikrodijaliza je minimalno invazivna metoda koja omogucava uzimanje uzoraka intersticijalne
tecnosti (IT) razli¢itih tkiva te samim tim i precizno merenje raspodele antibiotika [76-78].
Mikrodijaliza je razvijena 1960ih za merenje koncetracije neurotransmitera u mozgu pacova, a sa
unapredenjem tehnike mikrodijaliza nalazi i klini¢ku primenu [37, 79, 80]. Postojanje specijalnih
katetera za kliniC¢ku primenu, omogucilo je merenje koncetracija lekova u gotovo svim ljudskim

tkivima, ukljucujuci potkozno masno tkivo, misi¢, mozak, kosti i pluca.



Mikrodijaliza se bazira na implantaciji katetera sa dvostrukim lumenom i polupropustljivom
dijaliznom membranom na vrhu koja imitira pasivnu funkciju kapilara (slika 1) [81]. Nakon
implantacije u ciljno tkivo, mikrodijalizni kateter se konstantno ispira perfuzionim rastvorom, i u
zavisnosti od veli¢ine pora na membrani, samo odredene supstance difunduju preko membrane iz
intersticijalne te¢nosti u dijalizat [82]. Kao perfuziona te¢nost najées$ce se koriste razliiti vodeni

rastvori, te je primena mikrodijalize najpogodnija za hidrofilne lekove [83].
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Slika 1. Princip mikrodijalizne metode [84]. Slika preuzeta iz reference [84] i modifikovana.

Koris¢enje membrane sa porama velicine od 20-30 kDa dozvoljava prolazak malih molekula (vec¢ina
lekova, ukljucujucéi antibiotike), ali ne dozvoljava prolazak proteina, ¢elija ili ¢elijskog debrija. Stoga,
centrifugiranje i precipitacija proteina nisu neophodni pre kvantifikacije. Mikrodijalizni kateteri se
razlikuju u duzini, debljini i obliku u zavisnosti od tkiva u koje se implantiraju. Koncentri¢ne sonde
od nerdajuceg celika se koriste za implantaciju u centralni nervni sistem prilikom neurohemijskih
studija, za meka tkiva poput jetre, srca i koZe koriste se linerane sonde, a za kanulaciju krvnih sudova
razvijene su posebne fleksibilne sonde [85]. Razmena se odvija obostrano preko polupropustljive

membrane mikrodijalizne sonde zavisno od koncentracijskog gradijenta. Samim time, ne dolazi do



potpune ravnoteze u koncentracijama sa obe strane membrane, te posledi¢no celokupna koli¢ina leka
prisutna u tkivu ne prolazi u perfuzat. Razvijene su razli¢ite metode kalibracije mikrodijalizne sonde
da bi se odredila stopa preuzimanja odnosno procenat od ukupne koli¢ine leka prisutnog u tkivu koji
se nalazi u perfuzionoj te¢nosti mirkodijaliznog katetera [76, 86]. Naj¢eS¢e koriS¢ena je metoda
retrodijalize — implantacija katetera u tkiva, ubrizgavanje poznate koncentracije leka mikrodijaliznom
pumpom u tkiva, i merenje koli¢ine koja se nalazi u perfuzatu nakon perioda potrebnog za priblizno
postizanje ekvilibrijuma (najcesé¢e oko pola h). Ovi rezultati dobijeni retrodijalizom se ukljuc¢uju u
dalja izraGunavanja stvarnih tkivnih koncetracija [87-90]. Stopa preuzimanja zavisi od sastava
perfuzionog rastvora, grade mikrodijalizne membrane, brzine protoka mikrodijalizne pumpe,
temperature i fizicko-hemijskih osobina analiziranog leka. Duzina mikrodijalizne membrane direktno
utice na stopu preuzimanja analita, a ne dijametar. Generalno gledano, mali hidrofilni molekuli dobro

difunduju preko mikrodijalizne membrane i imaju visoku stopu preuzimanja [86].

Mikrodijalizom su uspesno odredene koncentracije supstanci u pretklinickim i klinickim uslovima u
produzenoj mozdini, oku, sinovijalnoj te¢nosti, crevima, likvoru, peritoneumu i tkivu tumora [91-
103]. U klinickim uslovima, za periferna meka tkiva i kozu implantaciju katetera moze obaviti
zdravstveno osoblje bez potrebe za posebnom obukom, a procedura implantacije katetera nije nista
invazivnija niti bolnija od plasiranja periferne venske linije [83] Jednom postavljeni, mikrodijalizni
kateteri mogu ostati plasirani tokom viSe sati, ¢ak 1 dana ili nedelja, a pacijenti ne moraju biti vezani
za postelju tokom izvodenja ogleda. Ispitivanja metabolizma i lipolize u potkoznom masnom tkivu
uspesno su sprovedena na pacijentima u toku fizicke aktivnosti koriS¢enjem fleksibilnih
mikrodijaliznih katetera [104]. Procedura se toleriSe dobro i tokom klini¢kih ispitivanja nisu
prijavljene komplikacije od strane pacijenata. Naredno poglavlje daje pregled dostupne literature o
primeni mikrodijalize za odredivanje farmakokinetike fluorohinolona, znac¢aju 1 primenjivosti ovih

rezultata.



1.3.2 Pregled istrazivanja primene mikrodijalize u odredivanju tkivne farmakokinetike fluorohinolona
Pretklinicka ispitivanja pruzila su informacije o distribuciji fluorohinolona u teSko dostupnim tkivima
u klinickim uslovima, poput prostate, centralnog nervnog sistema i1 pankreasa. Primenom
mikrodijalize odredene su slobodne koncentracije U prostati pacova [91] i uporedene sa
koncentracijom u plazmi nakon primene u bolusu u dozi od 7 mg/kg kod Wistar pacova. Nakon i.v.
primene, levofloksacin se brzo distribuisao postizu¢i u prostati nivoe koji su odgovarali 78%
koncentracija nevezanog levofloksacina u plazmi. Prethodna ispitivanja, merenjem koncentracija u
bioptatu tkiva prostate pokazala su odnos koncentracija u prostati 3:1 u odnosu na one u plazmi [91,
105, 106]. Ova razlika potvrduje znacaj odredivanja slobodnih frakcija leka, koje su jedine i
odgovorne za farmakoloski efekat. Merenje ukupnih koncentracija u homogenatima tkiva moze
dovesti do nesrazmerne procene klinicke efikasnosti [91]. Mikrodijalizom su odredene slobodne
koncentracije levofloksacina u pankreasu pacova nakon oralne i intravenske administracije u dozi koja
je odgovarala humanoj dozi od 400 mg/dan [107]. Levofloksacin se u jednakoj meri distribuisao u
inersticijum  pankreasa nakon intravenske  (AUCpankreas/ AUCkwv, 0,97£0,02) i oralne
(AUCpankreas/ AUCkrv, 0,96+0,03) administracije. Takode, simultanim merenjem koncentracija u krvi i
bilijjarnom traktu pokazano je da dolazi do rapidne distribucije i ekvilibrijuma izmedu krvi i bilijarnog
trakta i da levofloksacin podleze hepatobilijarnoj ekskreciji. Sa druge strane, AUC slobodnog
pefloksacina je bio znacajno visi u zuéi nego u krvi, ukazujuéi na aktivnu bilijarnu ekskreciju
pefloksacina [108]. Ispitivanjem koncentracija u mozgu pacova pokazano je da pojedini
fluorohinoloni imaju ograni¢en prodor u intersticijum mozga uprkos visokim koncentracijama u
cerebrospinalnoj te¢nosti. Vazno je spomenuti da je u klinickim uslovima najlaksi i najzastupljeniji
nacin za ispitivanje koncentracija ksenobiotika u centralnom nervnom sistemu uzorkovanje likvora iz
uzoraka lumbalne punkcije ili postavljenih ventrikularnih Santova. Koncentracije u cerebrospinalnoj
teCnosti smatraju se dobrim surogatom za procenu koncentracija leka na mestu infekcije u centralnom

nervnom sistemu. Ipak, postoje razlike izmedu krvno-mozdane i krvno-likvorske barijere, §to dovodi



do razlika u distribuciji lekova izmedu likvora i intersticijuma mozga. Na primer, koncentracije
fluorohinolona u likvoru dvostruko su vise nego one postignute u intersticijumu mozga, sa izuzetkom
norfloksacina [104]. Primenom mikrodijalize odredena penetracija u centralni nervni sistem, izraZzena
kao 0dnos AUCmozak/ AUCk bila je 0,036 za pefloksacin i 0,05 za norfloksacin [109, 110]. Penetracija
norfloksacina nije zavisila od primenjene doze. U ravnoteznom stanju, slobodne koncentracije
ofloksacina, fleroksacina i pefloksacina izmerene u intersticijumu mozga primenom mikrodijalize bile
su 7 do 30 puta nize od slobodnih koncentracija u serumu. Za sparfloksacin, ispitivanjem na mdrla (-
/-) i wild-type misevima pokazano je da odsustvo P-glikoproteina poveéava prodor sparfloksacina u
mozak. Nije bilo razlike u koncentracijama u plazmi kod ova dva soja miSeva, ali su koncentracije u
intersticijumu mozga bile 4 puta vise kod mdrla (-/-) miSeva [104]. Ovo potvrduje tvrdnju da je
pasivna difuzija, pracena efluksom preko krvno-mozdane barijere, predominantan put eliminacije

fluorohinolona [111].

Mikrodijalizom su u klinickim uslovima uzimani uzorci intersticijalne tecnosti ciprofloksacina,
levofloksacina, moksifloksacina, gemifloksacina i ofloksacina u razli¢itim tkivima. Ta¢ni transportni
mehanizmi fluorohinolona jo§ uvek nisu u potpunosti razjasnjeni, zbog toga su rezultati ovih

istrazivanja od izuzetnog znacaja za bolje razumevanje tkivne farmakokinetike fluorisanih hinolona.

Ciprofloksacin se dobro resorbuje nakon oralne primene uprkos hidrofilnosti, §to implicira uklju¢enost
mehanizama aktivnog transporta u proces apsorpcije [112]. Neki od transportera za koje se smatra da
su ukljuceni u transport ciprofloksacina su P-glikoprotein (P-GP ili MDR-1, efluks pumpa
eksprimovana u epitelu creva, Celija jetre, proksimalnih tubula bubrega i krvno-mozdane barijere
[113]), Breast Cancer Resistance protein (BCRP, poznati i kao MXR ili ABCG2, efluks pumpa
lokalizovana na apikalnoj strani enterocita, hepatocita i proksimalnih kanali¢a bubrega) i organski
anjonski transportni polipeptid (OATP, transporter eksprimovan u jetri i drugim tkivima na
bazolateralnoj i apikalnoj strani [112]. Influks transporteri poput OATP1AS5 [112] i OATP1A2 [18]

su delimi¢no odgovorni za intestinalnu apsorpciju ciprofloksacina. Ne postoji konsenzus da li je



ciprofloksacin supstrat za P-GP: pojedini autori tvrde da P-GP ima minornu ulogu u efluksu
ciprofloksacina [114], dok drugi tvrde da polimorfizam gena koji kodiraju P-GP uti¢e na klirens
ciprofloksacina [115]. BCRP je transporter koji ograni¢ava apsorpciju nakon oralne primene i
povecava renalnu sekreciju, dovodeéi do visokih koncentracija u urinu [116, 117]. Takode je pokazano
da pasivni i aktivni transport doprinose prolasku ciprofloksacina kroz ¢elije pluénog epitela, ali usled
loSe permeacije kroz sekretorne puteve, visoke doze su neophodne za postizanje klinicki relevantnih
koncentracija u respiratornom traktu [114]. Zbog toga, istrazivanja kinetike u ciljanim tkivima
neophodna su da bi se odredila razmera u kojoj se ciprofloksacin distribuiSe u tkiva. Za merenje
koncentracija ciprofloksacina u miSicnom 1 potkoZzZnom masnom tkivu pacijenata 1 zdravih
dobrovoljaca primenjena je mikrodijaliza. Ciprofloksacin dobro prodire u IT misi¢a (fAUC odnos 0,92
do 1,33), postizu¢i koncentracije sli¢éne onima u plazmi [118]. Prodor ciprofloksacina u IT koze je
nesto nizi, sa oko 0,55 ukupne koncentracije u plazmi[119], §to ukazuje da ne nastaje potpuna
ravnoteza izmedu slobodnih koncetracija u plazmi i kozi jer je oko 30% ciprofloksacina vezano za

proteine.

Ispitivanjima u potkoznom masnom tkivu zdravih volontera dobijeni su konzistentni rezultati sa AUC-
om u tkivu koji odgovara 80-90% nivoa slobodne frakcije ciprofloksacina u plazmi [120-122].
Mikrodijalizom su takode uporedene penetracije ciprofloksacina u IT tkiva nakon parenteralne i oralne
primene, i pokazano je da ne postoje razlike u distribuciji nakon razli¢itih puteva primene. Potom je
primenom simulacija i in vitro modela infekcije, pokazano je da su 400mg i.v. i 500mg p.o.
ekvivalentne i u farmakodinamici tj. efektu na ubijanje bakterija, a ne samo sa farmakokinetskog

aspekta [123].

Mikrodijalizom su ispitani i faktori koji mogu uticati na distribuciju ciprofloksacina poput inflamacije
tkiva i promena u vaskularnom protoku. Lokalna inflamacija ne utice na distribuciju ciprofloksacina,
odnosi koncentracija u plazmi i potkoznom masnom tkivu su bili sli¢ni kod pacijenata sa dijabetesom

sa i bez infekcija na ulkusnim promenama [122]. Medutim, kod pacijenata sa perifernom arterijskom



okluzivnom boles¢u, koncentracije ciprofloksacina su bile znacajno nize u ishemi¢nom tkivu
(mediana, 7, raspon 3,5-13,0) u poredenju sa zdravim tkivom (mediana 11,3, raspon, 3,4-19,0). Nakon
perkutane transluminalne angioplastike, nestali su zabeleZeni efekti mikrookluzije [120]. In vitro
simulacije na osnovu in vivo tkivnih koncentracija pokazale su da ove razlike dovode i do promena u
antimikrobnoj aktivnosti. Stoga, poboljSanje arterijskog protoka povecava distribuciju
ciprofloksacina u IT [120]. Zagrevanjem ispitivanog podruéja i posledi¢nog poveéanja kapilarnog
protoka potvrdenog laser doplerskom floumetrijom, takode je postignuto povecanje distribucije u
potkozno masno tkivo kod zdravih dobrovoljaca [124]. Navedeni rezultati idu u prilog teoriji da
ostecenja u vaskularnom protoku ogranicavaju distribuciju antimikrobnih lekova, §to je od posebnog
znacaja za kriticno obolele pacijente gde primena vazopresora moze biti faktor koji remeti uobic¢ajenu
distribuciju i dovodi do nizih koncentracija antibiotika u perifernim tkivima [125]. Oste¢en vaskularni
protok usled slabije perfuzije tkiva i oSte¢ene vazodilatacije zbog endotelne disfunkcije i smanjenja
relativne veli¢ine kapilarnog korita ograni¢avajuéi je faktor za distribuciju ciprofloksacina kod
gojaznih osoba [126]. Koncentracije ciprofloksacina u IT se nisu razlikovale izmedu gojaznih i
ispitanika sa normalnom telesnom masom nakon doza korigovanih u odnosu na telesnu masu (i.v. 2,85
mg/kg), ali odnos koncentracija u plazmi i IT potkoZznog masnog tkiva bio je znacajno nizi kod
gojaznih  (0,4) u odnosu na ispitanike normalne telesne mase (0,8) [126]. Da bi se postigle
odgovarajuce koncentracije u intersticijumu, doze ciprofloksacina kod gojaznih bi trebalo da budu
bazirane na telesnoj masi, §to dovodi do znacajno visih koncentracija u plazmi i povecanog rizika od
dozno zavisnih nezeljenih dejstava. Sa uobicajenim rezimom doziranja, koncentracije ciprofloksacina
na mestu infekcije kod gojaznih osoba mogu biti neadekvatne uprkos odgovaraju¢im nivoima u plazmi

[123].

Vise ispitivanja kinetike levofloksacina u IT razlicitih tkiva pokazalo je da je ova metoda pogodna za
ispitivanje tkivne farmakokinetike levofloksacina, 1 pruZilo informacije o faktorima koji uti€u na

distribuciju kao i efekata koje to moZe imati na terapijski odgovor. TeSke infekcije identifikovane su



kao jedan od faktora koji uti¢e na penetraciju levofloksacina u periferna tkiva. Vise vrednosti AUC u
misSic¢u i potkoZnom masnom tkivu, izmerene su kod zdravih pacijenata [127], nego kod pacijenata sa
sepsom. Distribucija kod septi¢nih pacijenata (0,85 od plazma koncentracije) ipak je bila viSa nego
Sto je prethodno zabelezeno za beta-laktame, §to se moze objasniti akumulacijom levofloksacina u
leukocitima i drugim ¢elijama koje se ponaSaju kao depoi. Zeitlinger i saradnici [127] izmerili su
koncentracije levofloksacina u plazmi i popre¢no-prugastim miSi¢ima sedam pacijenata sa sepsom
nakon doze od 500mg primenjene intravenski, nakon ¢ega su primenili in vitro modelovanje za
simulaciju ubijanja bakterija na mestu infekcije u odnosu na izmerene koncentracije. Uprkos dobrom
prodoru levofloksacina u tkiva, kada su ispitivane tkivne koncentracije levofloksacina na in vitro
modelu infekcije P. aeruginosa (MIK=2ug/ml), zabelezene su znacéajne interindividualne razlike u
stopi ubijanja bakterija, dok isti model sa plazma koncentracijama pokazuje odlicnu aktivnost
levofloksacina. Rezultati su uputili na potrebu za korekcijom doze levofloksacina kod pacijenata sa
sepsom izazvanim patogenima poput P. aeruginosa. Takode, ovi rezultati dodatno potvrduju tvrdnju
da se koncentracije u tkivima ne mogu ekstrapolirati na osnovu plazma koncentracija kod septi¢nih
pacijenata. Pored razlika u farmakokinetici, infekcije rezistentnim mikroorganizmima su ucestalije u
ovoj populaciji, sto dodatno smanjuje mogucénost postizanja vrednosti FK/FD indeksa koji koreliraju
sa efikasno$¢éu. Podaci o sub-terapijskim koncentracijama antibiotika u tkivima pacijenata sa sepsom
1 septicnim Sokom nakon primene vazopresora postoje za viSe antibiotika ukljucujuéi cefpirom,
fosfomicin i piperacilin [128-134]. Teska sepsa i septi¢ni Sok menjaju farmakokinetiku antibiotika
usled primene velikih koli¢ina infuzionih rastvora, izmena u cirkulaciji, perfuziji organa i
hipoalbuminemiji. Posebno kod hidrofilnih lekova, usled primene rastvora za nadoknadu tecnosti,
dolazi do povecanja volumena distribucije, dodatno naglasenog hipoalbuminemijom, $to posledi¢no
dovodi do jos nizih tkivnih koncentracija [132]. Promene volumena distribucije su manje izrazene kod
lipofilnih antibiotika (poput hinolona, makrolida, tigeciklina i linkozamida) [135], ali farmakokinetika

je izmenjena usled promena u klirensu. Smanjen klirens usled hipoperfuzije, ali i porast renalnog



klirensa usled hiperdinamskog cirkulatornog stanja, povecanje slobodne frakcije leka usled
hipoalbuminemije su promene koje se mogu ocekivati kod ovih pacijenata. Sve spomenuto moze
dovesti do nizih koncentracija antibiotika na samom mestu infekcije uprkos odgovaraju¢im
koncentracijama postignutim u serumu. Primena mikrodijalize pruza moguénost prevazilaZzenja
problema povezanih sa velikim varijacijama u farmakokinetici kod septi¢nih pacijenata.

Ve¢ spomenuta Cinjenica da lokalno zapaljenje ne uti¢e na prodor fluorohinolona u periferna tkiva
[122] potvrdena je i u ispitivanju Belmana i saradnika [136]. Medutim, primec¢ene su velike
interindividualne razlike u penetraciji u periferna tkiva, sa koeficijentom varijacije od 82% za odnos
AUCivo/ AUCpiazma [136]. Ipak, autori su zakljuéili da levofloksacin odli¢no prodire u periferna tkiva
i da je izostanak terapijskog odgovora kod pojedinih pacijenata posledica interindividualnih razlika u
prodoru na mesto infekcije, Sto pokazuje znacaj odredivanja tkivne farmakokinetike levofloksacina.
Primenom mikrodijalize odredene su slobodne koncentracije levofloksacina u intersticijumu pluca.
Rezultati odredivanja farmakokinetike levofloksacina u plu¢ima pacijenata podvrgnutih elektivnim
intervencijama na plu¢ima [137] konzistentni su sa onim dobijenim na pacijentima kojima je uraden
arteriokoronarni bajpas [138], i visoko reproducibilni nezavisno od populacije na kojoj su sprovedena
ispitivanja. Mana mikrodijalize u plu¢ima u klinickim uslovima je €injenica da je ova procedura
ograni¢ena na pacijente podvrgnute operaciji na otvorenom srcu i plu¢ima. Vazno je spomenuti da su
pretklinicka i klinicka ispitivanja pokazala da se za beta-laktamske antibiotike koncentracije u plu¢ima
mogu sa visokom sigurno$¢u ekstrapolirati iz koncentracija izmerenih u intersticijumu perifernih
tkiva, lako dostupnih mikrodijalizi [139-144], $to za fluorohinolone, nazalost, nije slucaj. Zeitlinger i
saradnici izmerili su 1,5 do 2 puta vrednosti AUC u intersticijumu skeletnih miSi¢a i masnog tkiva
zdravih dobrovoljaca u odnosu na AUC u plu¢ima pacijenata podvrgnutih elektivnim operacijama na
plu¢ima, iako nisu postojale razlike u koncentraciji levofloksacina u plazmi [137]. Kako nisu
zabeleZene razlike u maksimalnim koncentracijama u plu¢ima, miSi¢u i masnom tkivu, primecena

razlika u AUC pripisana je pojacanom klirensu levofloksacina iz pluéa, Sto je potvrdeno i kra¢im



poluvremenom eliminacije iz plu¢a u odnosu na misi¢ i masno tkivo. Moguce objasnjenje za ovaj
fenomen je razlika u kapilarnom protoku u plu¢ima i perifernim tkivima [137].

Kod pacijenata podvrgnutim operaciji na otvorenom srcu, fAUCiuca/ AUCtotal-plazma za levofloksacin
iznosio je 0,6, sa malim interindividualnim razlikama [138]. Ista istrazivacka grupa ispitivala je i
uticaj perioperativne atelektaze na penetraciju levofloksacina u plu¢a [145] i pokazano je da atelektaza
uti¢e negativno na prodor levofloksacina u pluca.

Sve navedene studije, na osnovu FK/FD proracuna baziranih na slobodnim koncentracijama
levofloksacina, dosle su do zakljucka da levofloksacin u standardnoj dozi ne postize dovoljno visoke
koncentracije u plu¢ima za eradikaciju P. aeruginosa i K. pneumoniae.

Znacaj slobodnih tkivnih koncentracija antibiotika u pluénom intersticijumu je nesto o ¢emu jos uvek
ne postoji konsenzus. Najvecéi broj patogena dospeva u donje respiratorne puteve putem bronha i
infekcija se deSsava u alveolarnim Supljinama. Vise autora je pokazalo da su koncentracije
fluorohinolona u te¢nosti koja oblaZe epitel alveola viSestruko viSe od nivoa u plazmi [146-149].
Transporteri ukljuceni u distribuciju antibiotika u pluéni trakt uklju¢uju P-GP, organske katjonske
transportere (OCTs), organske anjonske transportere (OATS) i transportne polipeptide organskih
anjona (OATPs) [112]. Kako je levofloksacin supstrat za efluks posredovan P-GP, ekskrecija putem
P-GP bi mogla objasniti viSe koncentracije u alveolama u odnosu na plazmu. Ovo je takode posledica
oslobadanja levofloksacina iz intracelularnih depoa — fluorohinoloni se akumuliraju u fagocitima,
postizuc¢i koncentracije 10 do 20 puta vise nego u plazmi [32]. Stoga, za najveci broj infekcija lociranih
u Supljinama alveola, koncentracije levofloksacina u intersticijumu pluca nisu od presudnog znacaja.
Koncentrisanje levofloksacina intracelularno povoljno je i za infekcije izazvane intracelularnim
bakterijama poput sojeva Legionella spp. i Chlamydia pneumonia. Ipak, napredovanjem infekcija
prvobitno lokalizovanih preteZzno u unutraS$njosti alveola, konsolidacijom parenhima, infekcija
zahvata 1 intersticijum pluca. Stoga, kod teskih pneumonija, procena efikasnosti levofloksacina

isklju¢ivo na osnovu koncentracija izmerenih u traheobronhijalnom aspiratu, moze biti neta¢na.



Podaci o distribuciji levofloksacina u plu¢a dobijeni primenom mikrodijalize pokazali su da
levofloksacin postize visoke koncentracije kako u traheobronhijalnom aspiratu tako i u intersticijumu
pluca, ali velike interindividualne razlike u tkivnoj farmakokinetici levofloksacina ostavljaju prostora
za dalja istrazivanja u cilju optimizacije leCenja.

Moksifloksacin je sinteti¢ki fluorohinolon Cetvrte generacije koji se dobro resorbuje posle oralne
primene, pretezno podleze glukuronidaciji 1 sulfataciji u jetri i eliminaciji nastalih konjugata putem
urina (glukuronid-konjugati) i fecesa (sulfat-konjugati). Moksifloksacin je lipofilan, vezuje se za
proteine u niskom procentu, ima velik volumen distribucije §to bi sve zajedno trebalo da dovede do
odli¢ne distribucije u tkiva. Moksifloksacin je indikovan u infekcijama koze, respiratornog trakta 1
komplikovanih intra-ambdominalnih infekcija, sa izrazenijim dejstvom na Gram-pozitivne bakterije i
anaerobe u poredenju sa levofloksacinom i ciprofloksacinom [2]. Ispitivanjem koncentracija
moksifloksacina u potkoznom masnom tkivu 12 zdravih dobrovoljaca nakon primene u dozi od 400
mg p.o. i i.v. pokazala je da dolazi do skoro kompletnog ekvilibrijuma izmedu slobodnih koncentracija
u plazmi, mi$i¢nom i potkoznom masnom tkivu [2, 150], sa odnosom AUC od 0,81 to 0,86. Ipak, kako
je ovo ispitivanje radeno na zdravim dobrovoljcima, nije ih nuZzno moguce preneti na patoloSka stanja
poput zapaljenja koja mogu uticati na kinetiku lekova. Stoga, Joukhadar i saradnici, uporedili su
penetraciju moksifloksacina u potkoZzno masno tkivo kod zdravih dobrovoljaca i pacijenata sa
dijabetesom koji su zahtevali primenu antimikrobne terapije u zdravom tkivu i inflamiranom tkivu na
rubu kruralnih ulkusa. Kod zdravih pacijenata, prodor moksifloksacina bio je ve¢i u inflamiranom
(FAUCkivorplazma=1,2) nego u zdravom potkoznom masnom tkivu (fAUCiivorplazma=0,5). Kod pacijenata
sa dijabetesom, primeceno je obrnuto - prodor moksifloksacina bio je manji u inflamiranom
(\AUCikivorplazma=0,5) nego u zdravom potkoznom masnom tkivu (fAUCtivoplazma=0,9). Ogranicena
penetracija moksifloksacina u inflamirano potkozno masno tkivo kod obolelih od dijabetesa prisutan
je usled izmena u vaskularnom protoku koji je posledica mikro- i makroangiopatskih promena do

kojih dolazi zbog dugogodisnje osnovne bolesti. Kao $to je ve¢ spomenuto, uticaj krvnog protoka na



distribuciju fluorohinolona ve¢ je potvrden na primeru ciprofloksacina [120, 124]. Farmakokinetsko
ispitivanje moksifloksacina koje je sprovedeno sakupljanjem uzoraka biopsije tkiva i odredivanjem
koncentracija u homogenatu tkiva takode je pokazalo da su koncentracije moksifloksacina u tkivima

pacijenata obolelih od dijabetesa nize u odnosu na zdravu populaciju [151].

1.2 Rezistencija na fluorohinolone

U februaru 2017. godine, Svetska zdravstvena organizacija objavila je listu prioritetnih patogena
(Priority 1: CRITICAL), koji najvise ugrozavaju ljudsko zdravlje usled multirezistencije, medu
kojima su bakterije soja Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii i Enterobacteriaceae
(ukljuéuju¢i bakterije Escherichia coli i Salmonellae) identifikovani kao glavni uzroci teskih
nozokomijalnih infekcija, za koje su istrazivanja novih lekova neophodna [152]. Prema podacima
CAESAR-a (eng. Central Asian and Eastern European Surveillance of Antimicrobial Resistance)
rezistencija na antibiotike predstavlja ozbiljan problem, kako u svetu, tako i u Srbiji. Cak 39% izolata
E. coli, 59% izolata P. aeruginosa, 73% izolata K. pneumoniae i veéina (97%) izolata soja
Acinetobacter spp. izolovanih u Srbiji u 2018. rezistentno je na fluorohinolone [153]. Mehanizmi
rezistencije na fluorohinolone povezani su sa mutacijama u genima odgovorim za produkciju
topoizomeraza. Opisano je viSe gena povezanih sa rezistencijom na hinolone, od kojih su mutacije
gena koji kodiraju podjedinice bakterijske giraze, gyrA i gyrB relevantni za rezistenciju Gram-
negativnih bakterija dok su kod Gram-pozitivnih bakterija mutacije prisutne u genima parC and parR,
koji kodiraju podjedinice bakterijske topoizomeraze IV. Otkri¢e efluks pumpi odgovornih za
viSestruku rezistenciju na lekove (eng. multidrug resistance, MDR), i identifikacija njihovih supstrata,
dovela je do promene stavova da su mutacije gena odgovornih za produkciju enzima glavni

mehanizam rezistencije na hinolone.



1.2.1 Efluks pumpe bakterija

Bakterijske MDR efluks pumpe, uprkos sintetskoj prirodi hinolona, sposobne su da aktivno izbacuju
fluorohinolone iz unutra$njosti bakterijske ¢elije, posledi¢no smanjujuéi intracelularne koncentracije
leka i ¢ine¢i bakteriju otpornom na dejstvo antibiotika. Efluks igra vaznu ulogu i u urodenoj i u
steCenoj rezistenciji bakterija na antibiotike [154]. Efluks pumpe se dele na primarne i sekundarne
aktivne transportere. Primarni aktivni transporteri koriste za aktivni transport energiju nastalu
hidrolizom ATP, transportujuc¢i supstance nasuprot koncentracionom gradijentu, dok sekundarni
transporteri koriste energiju nastalu gradijentom H* i Na* jona na membrani. Sekundarni transporteri
se mogu ponasati kao sinporteri, transportujuci supstrat i jone u istom smeru i antiporteri koji prenose
supstrat i jone u suprotnim smerovima [155]. Transporteri bakterija se Klasifikuju u 6 familija: ATP-
binding cassette (ABC), major facilitator super family (MFS), resistance-nodulation-cell division
transporter super family (RND), small multidrug resistant transporter super family (SMR),
proteobacterial antimicrobial compound efflux family (PACE) multiple antimicrobial extrusion
protein super family (MATE) [156-161]. MFS, RND i SMR pripadaju H*/supstrat antiporterima dok
su MATE transporteri Na*/supstrat antiporteri. ABC su primarni transporteri, koji poseduju homologe
1 na eukariotskim ¢elijama a kao §to je ve¢ spomenuto, za transport koriste energiju nastalu hidrolizom
ATP-a.PACE transporteri su tek nedavno identifikovani kod Gram-negativnih bakterija [162], njihova
trodimenzionalna struktura jo§ uvek nije poznata [163], kao ni ta¢an nacin transporta supstrata, ali se
smatra da najverovatnije ukljucuje elektrohemijski gradijent. Neke od dobro ispitanih efluks pumpi
klasa, sa identifikovanom Kkristalografskom strukturom koje su relevantne za rezistenciju na
fluorohinolone su NorA iz MFS superfamilije transportera na S. aureus [164, 165] i transportere iz
RND superfamilije na Gram-negativnim poput MexAB-OprM, MexA (MFP), MexB (RND) i OprM
(OMF) pumpi na P. aeruginosa, i AcrAB na E. coli [166]. Nakon izlaganja antibioticima, selekcijom

mutanata sa pojacanom ekspresijom EP dolazi do gubitka efikasnosti fluorohinolona [164, 165, 167].



Svega nekolicina novih grupa antibiotika sa hovim mehanizmom dejstva uslo je u klini¢ku primenu
poslednjih decenija, poput oksazolidinona i lipopetida, aktivnih isklju¢ivo protiv Gram- pozitivnih
bakterija. Razlozi za smanjen broj istrazivanja antibiotika od strane farmaceutske industrije su, pre
svega, ekonomske prirode. Antibiotici se koriste kratko vreme tokom trajanja infekcije, a primena
novoregistrovanih antibiotika je ograni¢ena na situacije gde ve¢ dostupni lekovi nisu efikasni, $to
dovodi do nedovoljne isplativosti istrazivanja novih antibiotika u odnosu na lekove za razlicite
hroni¢ne bolesti. U svetlu rastuce rezistencije na fluorohinolone, modifikacija aktivnosti efluks pumpi,
u cilju smanjenja izbacivanja leka iz bakterijske ¢elije, 1 postizanja visokih koncentracija unutar celije
jedna je od strategija kojom se moze oCuvati aktivnost trenutno dostupnih lekova i kupiti dragoceno
vreme neophodno za identifikaciju, razvoj, ispitivanje i stavljanje u promet novih antibiotika. Ovo je
posebno znacajno za Gram-negativne bakterije gde su kod multirezistentnih sojeva terapijske opcije
dodatno suzene i ograni¢ene na lekove sa nepovoljnim profilom nezeljenih dejstava. Tako je
identifikovano vise lekova koji mogu da utiu na efluks pumpe bakterija, od kojih su posebno
intenzivno ispitivane razli¢ite supstance biljnog porekla [155, 168-170].

1.2.1 Inhibitori efluks pumpe

Biljke produkuju supstance sa antimikrobnim efektom kao samoodbranu od gljiviénih i bakterijskih
infekcija. Supstance biljnog porekla mogu povratiti efikasnost konvencionalnih antibiotika blokirajuci
aktivnost bakterijskih efluks pumpi i omogucavajuc¢i konvencionalnim antibioticima da postignu
koncentracije dovoljne za antibakterijsko dejstvo u unutrasnjosti ¢elije [155]. Taninska kiselina
pokazuje sinergisticko dejstvo kada se daje zajedno sa antibioticima, sli¢no dokazanim inhibitorima
efluks pumpe. Ovaj efekat primecen je na NorA efluks pumpi na bakteriji S. aureus, povezane sa
rezistencijom na fluorohinolone kod ovog soja [168]. Studija koja je ispitivala uticaj biljnog alkaloida
rezerpina na bakterijske EP pokazala je da rezerpin povecava osetljivost Gram-pozitivnih bakterija
na fluorohinolone. Dodatak rezerpina doveo je do ¢estvorostrukog smanjenja vrednosti ICso i MIK za

sparfloksacin, moksifloksacin i ciprofloksacin. Ovaj efekat bio je posledica inhbicije MSAF i ABC



transportera [171, 172]. Epigalokatehin-galat, izolovan iz ekstrakta zelenog Caja ispitivan je na
sojevima S. aureus rezistentnim na tetracikline. Ovaj katehin je inhibisao NorA i Tet(K) EP na S.
aureus i doveo do povecanja intracelularnih koncentracija tetraciklina [173]. Shiu i saradnici su
ispitivali uticaj olimpicina, izolovanog iz biljke Hypericum olympicum na osetljivost MRSA i
multirezistentnog S. aureus-a. Olimpicin je pokazao koncentracijski zavisnu inhibiciju EP [174, 175].
Pojedine supstance biljnog porekla su patentirane kao inhbitori EP. Neki od primera su tetranidrin i
likvirtin, patentirani kao EP za sojeve E. coli i geraniol patentiran kao EP inhibitor za sojeve
enterobakter [176]. Kumarini su pokazali sposobnost potencijacije efikasnosti norfloksacina protiv
sojeva S. aureus i MRSA putem inhibicije NorA pumpe, [177]. Konezin, steroidni alkaloid izolovan
iz biljke Holarrhena antidysenterica pokazao je sinergistiCko dejstvo sa cefotaksimom,
levofloksacinom i tetraciklinima smanjujuci vrednosti MIK kod P. aeruginosa putem inhibicije
MexAB-OprM efluks pumpe [178]. Aparna i saradnici su ispitivali nove potencijalne inhibitore EP
metodama molekularnog dokinga [179]. Daidzein, izoflavon izolovan iz ploda soje (Glycine max L.

) se izdvojio kao posebno efikasan.

1.2.2 Daidzein

Daidzein (7-hidroksi-3- (4-hidroksifenil) -4Hhromen-4-on) se sintetiSe u biljkama putem fenil
propanoida kao odbrambena reakcija na razlicite patogene [180]. Biljke koje su bogate daidzeinom su
pre svega crvena detelina (Trifolium pratense), alfalfa (Medicago sativa), soja (Glycine max L.), i
pojedine leguminoze [181]. Soja i proizvodi od soje smatraju se najboljim izvorom daidzeina, ali tacna
kolicina varira od uslova gajenja, sorte soje 1 godine zetve. U fermentisanim proizvodima od soje,
koli¢ina daidzeina je viSa nego u nefermentisanim, jer fermentacija povecava udeo aktivnih,
aglikonskih formi daidzeina [182]. Ovaj proces se deSava pod dejstvom razli¢itih mikroorganizama
tokom procesa fermentacije. Pored proizvoda od soje, daidzein je prisutan u nutritivnim

suplementima, pi¢ima za oporavak posle treninga kao i u adaptiranom mleku [183].



Daidzein pripada klasi jedinjenja poznatih kao izoflavonoidi koji sadrzi benzenski prsten povezan na
hromonsku jedinicu [181, 183]. Daidzein je klasifikovan i kao fitoestrogen zbog njegove strukturne i
funkcionalne sli¢nosti sa endogenim estrogenom. U biljkama, daidzein postoji u formi konjugovanoj
sa glukozom, ali se opisuju i 600-O-malonil ili 600-O-acetilglukoza konjugati [184]. Glikozid
daidzeina, poznat kao daidzin, bioloski je neaktivan, a nakon unoSenja u organizam, pod uticajem
crevne mikroflore, dolazi do biokonverzije daidzeina. Enzim laktaza u tankom crevu odnosno -
glukozidaze koje luce bakterije soja bifidobakterija i laktobacilus kidaju glikozidne veze u daidzeinu
dovodeé¢i do nastanka bioaktivne forme, daidzeina [185]. Oslobodeni aglikon, daidzein podleze
apsorpciji i posledi¢noj glukuronidaciji ili se dalje metabolise pod uticajem crevne mikroflore. Pod
dejstvom crevne mikroflore nastaje viSe derivata daidzeina, ukljucujué¢i O-desmetilangolensin (O-
DMA, 20, 40,400-trihidroksi-a-metil dezoksibenzoin), DHD (40,7-dihidroksiizoflavanon) i cis-4-OH-
ekvol (407-dihidroksiizoflavan-4-ol) [186]. Kada dospe u sistemsku cirkulaciju, daidzein se vezuje
za proteine plazme u visokom procentu (>85%). DistribuiSe se u tkiva bubrega, jetre, misi¢a, placente
i dojke. Daidzein prolazi krvno-mozdanu barijeru i postize merljive koncentracije u mozgu sat
vremena nakon administracije, distribuiSuéi se u vise regija mozga ukljucujuéi hipokampus, strijatum,
koru velikom mozga, mali mozak moZdano stablo i hipotalamus. U jetri, daidzein podleZe
glukuronidaciji, a konjugati se ili izluCuju urinom nepromenjeni ili putem zuéi gde podlezu
enterohepatic¢noj recirkulaciji. Postoje velike interindividualne razlike u metabolizmu daidzeina, koje
su velikim delom uslovljene navikama u ishrani i kompozicijom crevne mikroflore. Uzrast takode
uti¢e na kinetiku daidzeina — apsorpcija je bolja kod dece u odnosu na odrasle. Daidzein i njegovi
derivati ispoljavaju antioksidantno i antiinflamatorno dejstvo. Zabelezeno je stimulativno dejstvo na
superoksid dismutazu, katalazu, mRNA i ekspresiju proteina na celijama HepG2 humanog
hepatocelularnog karcinoma, koje je bilo najizrazenije za ekvol i O-DMA [187, 188]. Genistein i
daidzein inhibiSu klju¢ne enzime u metabolizmu steroida, inhibiSu¢i konjugaciju estrogena i

prekursora, dovode¢i do promena nivoa steroidnih hormona. Ovaj efekat je dozno zavisan [189].



Daidzein utice i na kontraktilnu disfukciju miokarda, uz smanjenje nivoa tumor nekrozis faktora i
interleukina 6 u plazmi. Zabelezeno je i smanjenje aktivnosti mijeloperoksidaze, nivoa malonil-
aledhida, koji je proksi za nivo lipidne peroksidacije ¢elijskih membrana 1 infiltraciju neutrofila.
Primecena je inhibicija apoptoze u ¢elijama miokarda pacova, a mehanizam odgovoran za ovaj efekat
ukljucuje direktno smanjenja oSteCenja i prekida integriteta niti DNK i aktivnosti kaspaze-3 [187].
Daidzein i njegovi metaboliti imaju brojne pozitivne efekte na zdravlje ljudi smanjujuci ucestalost i
tezinu vise hroni¢nih bolesti, ukljucujuci kardio-vaskularna oboljenja, rak dojke i prostate, simptome
menopauze 1 gubitak koStane gustine. Nije iznenaduju¢e da je daidzein prisutan u razlicitim

suplementima baziranim na soji koji pokazuju visoku bezbednost i ¢estu klinicku primenu.

Pored prethodno opisanih efekata, kao §to je spomenuto, daidzein a i drugi izoflavoni se ispituju i u
pravcu razvoja novih terapijskih opcija za infekcije, kako virusne tako i bakterijske. Ispitivanjem
molekularnih interakcija razli¢itih fitohemikalija sa ciljnim proteinima EP na Gram-negativnim
bakterijama pokazan je afinitet daidzeina za efluks pumpe sojeva E. coli i P. aeruginosa. Inhibitorni
efekat daidzeina na EP je potvrden i u in vitro ispitivanjima. Na sojevima sa pojacanom ekspresijom
EP, daidzein je ispoljio sinergistiCko dejstvo sa karbenicilinom i levofloksacinom. Kombinacija
levofloksacina i daidzeina imala je sinergisti¢ko dejstvo na sojeve P. aeruginosa (FIK index=0,27) i
E. coli (FIK index=0,13) [179]. Aparna i saradnici su primenom testa sa etidijum bromidom dokazali
da je ovaj sinergizam posledica inhibicije EP. Daidzein je poveéao intracelularnu akumulaciju
etidijum bromida (fluorescentnog EP supstrata) u bakterijskim ¢elijama. Daidzein je takode pokazao
modulatorno dejstvo na efluks pumpe na Mycobacterium smegmatis[190]. Pored antibakterijskog
dejstva, daidzein je pokazao i druga farmakoloska dejstva koja u svojoj osnovi imaju slican
mehanizam. Studija na kulturama ¢elija je dokazala da daidzein povecava osetljivost ¢elija humanog

cervikalnog karcinoma sa poja¢anom ekspresijom P-GP na antitumorske lekove [191].

Visegodisnja klini¢ka primena, povoljan profil nezeljenih dejstava i podaci iz in vitro studija o

stupanju u interakcije sa efluks pumpama, Cine daidzein pogodnim kandidatom za poboljsanja



terapijske efikasnosti levofloksacina. Identifikacija netoksi¢ne, bezbedne supstance koja bi mogla
povratiti ili pojacati antibakterijsko dejstvo levofloksacina predstavljala bi znacajan doprinos u
savremenoj antiinfektivnoj terapiji [192]. Primena levofloksacina u kombinaciji sa EP inhibitorima
jedna je od strategija za povecanje njegove efikasnosti [193]. Kao $to je spomenuto, daidzein uti¢e na
transportne proteine bakterija i dejstvo pojedinih antibiotika. Inhibicijom bakterijskih EP daidzein
moze dovesti do poveéanja intracelularnih koncentracija levofloksacina [193, 194]. Povecanje
intracelularnih koncentracija levofloksacina dovodi do smanjenja vrednosti minimalnih inhibitornih
koncentracija. Ovo smanjenje vrednosti MIK olakSava postizanje adekvatnih vrednosti FK/FD
indeksa znacajnih za efikasnost fluorohinolona. Da bi u in vivo uslovima daidzein ispoljio ovo dejstvo,
on mora postizati odgovarajuce slobodne koncentracije u tkivima [195]. Podaci o farmakokinetici
daidzeina su ograniceni, a o slobodnim koncentracijama koje on postiZze u tkivima nema podataka.
Takode, ne postoje podaci o bezbednosti zajedni¢ke primene daidzeina i levoflokascina. Stoga, postoji
potreba za daljim in vivo i in vitro ispitivanjima kako bi se procenila mogucnost primene daidzeina

kao bezbednog, efikasnog i potencijalnog klinicki primenjivog inhibitora EP.



2. CILJEVI I HIPOTEZE

Ciljevi istrazivanja su:

1. Ispitati prisustvo daidzeina u intersticijalnoj te¢nosti miSi¢nog tkiva uzorkovanog mikrodijaliznom

metodom

2. Ispitati uticaj daidzeina na intersticijalne i tkivne koncentracije levofloksacina

3. Ispitati uticaj kombinacije daidzeina i levofloksacina na biohemijske (serumska koncentracija
aspartat i alanin aminotransferase, ureje i kreatinina) i histoloSke (standardna hematoksilin eozin

metoda bojenja tkiva jetre i bubrega) parametre toksi¢nosti

4. Odrediti uticaj daidzeina na in vitro osetljivost bakterija na levofloksacin

5. Odrediti vrednosti FK/FD indeksa povezanih sa efikasnos¢u levofloksacina primenjenog zajedno

sa daidzeinom

Hipoteze koje smo postavili su:

1. Daidzein je prisutan u intersticijalnoj tecnosti misi¢nog tkiva uzorkovanog mikrodijaliznom

metodom

2. Primena daidzeina ne utiCe na intersticijalne i tkivne koncentracije levofloksacina

3. Zajednicka primena daidzeina i levofloksacina ne uti¢e na biohemijske (serumska koncentracija
aspartat i alanin aminotransferaze) i histoloske (standardna hematoksilin eozin metoda bojenja tkiva

jetre 1 bubrega) parametre toksicnosti

4. Daidzein dovodi do povecanja in vitro osetljivosti testiranih bakterija na levofloksacin

5. Primena daidzeina povoljno uti¢e na vrednosti FK/FD indeksa efikasnosti levofloksacina



3. MATERIJAL | METODE

Istrazivanje se sastojalo od 4 dela:

a) eksperimenti na laboratorijskim zZivotinjama u cilju odredivanja farmakokinetike levofloksacina i
daidzeina pojedinacno i u kombinaciji, u intersticijalnoj tecnosti popre¢no-prugastog misica i plazmi

kao i u uzorcima organa i tkiva

b) odredivanje uticaja zajedni¢ke primene navedenih supstanci na parametre jetrene i bubrezne

funkcije, kao i tkivnu arhitektoniku u cilju procene bezbednosti konkomitantne administracije

¢) mikrobioloska ispitivanja uticaja daidzeina na osetljivost bakterija na levofloksacin u in vitro

uslovima

d) in silico ispitivanja interakcije daidzein-levofloksacin

3.1 Materijal

3.1.1 Hemikalije i reagensi

Levofloksacin hidrohlorid (HPLC cisto¢a ~ 98%), daidzein (HPLC ¢isto¢a ~ 98%), uretan (etil
karbamat, >99%) i indikator rasta 2,3,5-Triphenyl-tetrazolium hlorid (TTC)su proizvedeni od strane
firme Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Acetonitril, metanol i voda Cistoce za te¢nu hromatografiju pod
visokim pritiskom bili su od proizvodaca JT Baker (USA). Trietanolamin, formalin i fosforna kiselina
proizvedeni su od strane firme Merck (Darmstadt, Nemacka). Heparin (50001U/ml) je nabavljen od
proizvodaca Galenika (Beograd, R. Srbija). Podloga za rast bakterija (Mueller Hinton hranljivi agar i

Mueller Hinton bujon) nabavljeni su od proizvodaca Torlak (Beograd, R. Srbija).



3.1.2 Mikrodijalizni sistem

Mikrodijalizni sistem se sastojao od: CMA 402 pumpe sa gas-tight $pricem, CMA 20 mikrodijaliznih
katetera (4 mm duZzina membrane, 100 kDa cutoff) i CMA 142 frakcionog kolektora (CMA
Microdialysis, Harvard Apparatus, Holliston, MA). Za perfuziju tkiva koriS¢ena je CMA perfuziona
te¢nost za periferna tkiva (CMA Microdialysis, Harvard Apparatus, Holliston, MA). CMA 402 pumpa
ima dva nosaca za graduisane Spriceve i dizajnirana je specijalno za mikrodijalizne eksperimente,
dozvoljavajuci protok od 0,1-20 pl/min. U eksperimentima su kori$c¢eni kalibrisani stakleni $pricevi
zapremine 1 ml. Za izvodenje in vitro ispitivanja kori$¢en je dodatak za mikrodijalizni sistem (CMA
402 Syringe Pump with Accessory Kit). Mikrodijalizni kateteri CMA 20 su linearni kateteri namenjeni
plasiranju u periferna tkiva, duZzine membrane od 4mm, sa internim volumenima inlet dela od 1,4 pl i

outlet dela volumena od 3 pl.

3.1.3 Eksperimentalne zivotinje

Za izvodenje in Vivo ispitivanja koriS¢eni su beli laboratorijski pacovi soja Wistar, muskog
pola, telesne mase 300-400 grama odabrani metodom slucajnog izbora iz okota sa VVojnomedicinske
akademije u Beogradu (n=42). Pre samog eksperimenta zZivotinje su boravile 14 dana u standardnim
laboratorijskim uslovima u §tali Zavoda za farmakologiju, toksikologiju 1 klinicku farmakologiju
Medicinskog fakulteta u Novom Sadu u cilju aklimatizacije. Briga o Zivotinjama i sve eksperimentalne
procedure su sprovodene u skladu sa etickim nacelima rada sa laboratorijskim zivotinjama, Zakonom
o dobrobiti oglednih Zivotinja i regulativom Evropske Unije (2010/63/EU) i ARRIVE smernicama.
Istrazivanje je odobreno od strane Eticke komisije za zastitu dobrobiti oglednih Zivotinja Univerziteta
u Novom Sadu (broj odobrenja: 01-78/31). Temperatura je bila sobna (20-25° C), vlaznost vazduha
55% * 1,5%, sa ciklusom svetlost — tama po 12 sati, zivotinjama je bio omogucéen slobodan pristup
vodi dok je pristup hrani bio onemoguéen 10 sati pre izvodenja ogleda, kako bi se izbegle eventualne

interakcije hrane sa supstancom koja je bila primenjena.



3.1.4 Mikrobioloski materijal

Sojevi poreklom iz humanog patoloSkog materijala koriSéeni u ispitivanju uticaja daidzeina na
osetljivost bakterija na levofloksacin u in vitro uslovima su dobijeni iz Sluzbe za mikrobioloSku
dijagnostiku, Instituta za plu¢ne bolesti Vojvodine u Sremskoj Kamenici. Dobijeno je ukupno 8 sojeva
Cija je identifikacija do nivoa vrste sprovedena standardnim bakterioloSkim (morfolos$kim, kulturelnim
1 fiziolosko-biohemijskim) metodama. Osetljivost na antibiotike sojeva koriS¢enih u istazivanju
ispitana je standardnom disk-difuzionom agar metodom. Sve bakterije su okarakterisane kao osetljive,
umereno osetljive ili rezistentne na testirane konvencionalne antibiotike prema EUCAST
preporukama [196]. U ispitivanjima su kori$¢eni klini¢ki izolati bakterija Pseudomonas aeruginosa

(2 R (na levofloksacin), 1 S), Escherichia coli (2 S, 1 R) i Staphylococcus aureus (1 R i 1 MRSA).

3.2 Metode

3.2.1 In vitro ispitivanja

3.2.1.1 Retrodijaliza

Pre pristupanja in vivo ogledima sprovedena je kalibracija da bi se odredio stepen prolaska ispitivanih
supstanci kroz membrane mikrodijaliznog katetera pri standardnim uslovima ispitivanja (temperatura
37° C, brzina protoka 1 ug/ml) metodom in vitro retrodijalize. Kalibracija je bila sprovedena merenjem
prolaska ispitivane supstance iz epruvete koja je sadrzala poznatu koncentraciju ispitivanog leka (2
pg/ml za levofloksacin i 1 pg/ml za daidzein) u lumen mikrodijaliznog katetera, tj. odredivanjem
razlike u koncentraciji u ispitivanom rastvoru i dijalizatu. Nakon perioda od 30 minuta za postizanje
ekvilibrijuma, uzorci su uzimani na 20 minuta tokom 2 sata i zamrzavani na -20°C do analize.

Relativno preuzimanje leka (eng. relative recovery — RR) izracunato je po formuli:

Koncentracija(dijalizat
RR (%) = 100 — 100 x ja(dij )

Koncentracija(perfuzat)



3.2.1.2 PAMPA test permeabilnosti

Za ispitivanje permeabilnosti levofloksacina, samog i u kombinaciji sa rastu¢im koncentracijama
daidzeina, primenjen je test permeabilnosti na paralelnim veStackim membranama (engl. Parallel
Artificial Membrane Permeability Assay, PAMPA). Hidrofobne MultiScreen PVDF mikrofiltracione
ploce sa 96 odeljaka 1 dijametrom pora od 0,45 um (Millipore, SAD) su koris¢ene kao akceptorske
ploce 1 kao nosaci za veStaCku membranu. Svaki odeljak akceptorske ploce je impregniran sa po 6 pL
2% rastvora lecitina soje u n-dodekanu i nakon otparavanja rastvarata je formirana vestacka
membrane [197]. U odgovarajuce odeljke akceptorske ploce je dodato po 200 uL 10 mM fosfatnog
pufera pH 7.4, dok je u odeljke donorske plo¢e MultiScreen Transport Reciever Plate (Millipore,
SAD) dodato po 300 pL rastvora ispitivanih jedinjenja u istom puferu. Ispitivane grupe su ukljucivale:
levofloksacin 50 uM (grupa L), levofloksacin 50 uM sa 10 uM daidzeina (grupa LD10), levofloksacin
50 UM sa 25 UM daidzeina (grupa LD25) i levofloksacin 50 uM sa 50 uM daidzeina (grupa LD50).

Sve analize su radene u triplikatu.

Poklapanjem donorske ploce akceptorskom plocom zapoceta je inkubacija. Akceptorska ploca je
prekrivena odgovaraju¢im poklopcem kako bi se sprecilo isparavanje rastvaraca. Nakon inkubacije u
trajanju od 2 h, 4 h i 6 h na sobnoj temperaturi uz konstantno blago mesanje, ploce su rastavljene i
vrseno je uzorkovanje iz svakog donorskog i akceptorskog odeljka kako bi se dalje odredila

koncentracija levofloksacina u oba kompartmana pomo¢u HPLC metode.

Nakon odredivanja koncentracija levofloksacina u donorskom i akceptorskom odeljku, izracunati su

prividni koeficijenti permeabilnosti (Papp) 1 izraZeni u jedinicama cm/s, na osnovu jednacine:

[cal ;.
Papp = Cx [—In(1- [C:q])],
Vd x Va

C=
(Vd+Va)xSxt




gde je:

Ca - koncentracija u akceptorskom odeljku;

Ceq - koncentracija ekvilibrijuma;

Va - zapremina rastvora u akceptorskim odeljcima (mL);
V4 - zapremina rastvora u donorskim odeljcima (mL);

t - vreme inkubacije (s);

S - povrsina vestacke membrane (cm?).

Izradunato je da povrsina vestatke membrane iznosi 0,24 cm? s obzirom da prema podacima

proizvodaca, filter membrane akceptorske plo¢e imaju povrsinu od 0,32 cm? i poroznost od 75%.

3.2.2 In vivo ispitivanja

3.2.2.1 Tretman eksperimentalnih zivotinja

Sedam dana pre izvodenja ogleda zivotinje su dobijale hranu koja je imala nizak sadrzaj soje i
izoflavona drugog porekla. Svim Zivotinja u svakoj grupi su uzeti uzorci krvi i slobodne tkivne tecnosti
iz miSica buta primenom mikrodijalize, a nakon Zrtvovanja su uzeti i uzorci tkiva. Levofloksacin je
bio aplikovan oralnim putem kao rastvor (koncentracije 25 mg/ml), a zapremina koja je aplikovana
Zivotinjama je preraunata na osnovu merenja telesne mase na dan ogleda. Daidzein je primenjivan
kao suspenzija, oralnim putem, tako $to je za svaku zivotinju preracunata doza na sam dan ogleda,
nakon merenja telesne mase, odmerena je odgovarajuca koli¢ina supstance 1 suspendovana sa 0,75 ml
destilovane vode. Nakon toga, u epruvetu je dodato jos 0,25 ml destilovane vode i nakon muckanja i
ta koli¢ina je primenjena zivotinjama, da bi se smanjilo rasipanje. Primenjenje doze su bile bazirane
na preporuc¢enim humanim dozama levofloksacina i daidzeina [198, 199]. Doze primenjenih supstanci
su izra¢unate primenom FDA (eng. Food and Drug Administration) preporuka za konverziju izmedu

humanih i Zivotinjskih doza, za coveka mase 70kg [200]:



ekvivalenta doza za Coveka (mg/kg)

(masa iivotinje(kg))o’33
masa ¢oveka (kg)

Doza leka za pacova (mg/kg) =

Raspored grupa eksperimentalnih zivotinja je predstavljen u tabeli 3. Sve supstance su primenjene

per 0s u putem sonde, u jednoj dozi. Zivotinje su nasumiéno rasporedene u razliite grupe.

Tabela 3. Prikaz grupa eksperimentalnih Zivotinja

Br. | Sifra Lek Doza Broj Zivotinja
1 |D1 daidzein 1,9 mg/kg 6
2 | D2 daidzein 3,8 mg/kg 6
3 | D3 daidzein 5,7 mg/kg 6
4 | LVX levofloksacin 48 mg/kg 6
5 | D1LVX | daidzein + levofloksacin | 1,9 mg/kg + 48 mg/kg | 6
6 | D2LVX | daidzein + levofloksacin | 3,8 mg/kg + 48 mg/kg | 6
7 | D3LVX | daidzein + levofloksacin | 5,7 mg/kg + 48 mg/kg | 6

3.2.2.2 Prikupljanje uzoraka intersticijalne te¢nosti - mikrodijaliza

Na dan ogleda, nakon merenja telesne mase, Zivotinje su bile uvedene u anesteziju uretanom (1,5
mg/kg, intraperitonealno). Nakon gubitka refleksa bola na prednjoj Sapi, Zivotinja je fiksirana na
hirurski stalak. Pre aplikovanja bilo kojih ispitivanih supstanci, pacovima je uveden mikrodijalizni
kateter (precnika 0,5 mm) u butni misi¢. Za uvodenje mikrodijaliznog katetera je nac¢injen minimalni
rez (3-5 mm) na kozi koja je prethodno obrijana. Vrh mikrodijaliznog katetera duzine 24 mm,
mikrodijalizne membrane od 4 mm i pre¢nika 0,5 mm je bio uveden u misi¢no tkivo i fiksiran sa dva
Sava za kozu hirur§kim koncem, kroz postojece, za to predvidene otvore na ivicama mikrodijaliznog
katetera. Nakon plasiranja i fiksiranja katetera, pomocu plasti¢nih spojnica, kateter je povezan sa
jednim krajem (inlet) na Spric mikrodijalizne pumpe a sa drugim krajem (outlet) nastavljen na
providnu plasti¢nu cevcicu i sproveden i fiksiran u sistem mikrofrakcionog kolektora za automatsko

sakupljanje uzoraka (slika 2).
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Slika 2. Prikaz postavke mikrodijaliznog sistema

Mikrodijalizna pumpa je bila podeSena na perfuzionu brzinu od 1 pg/ml, i nakon plasiranja katetera,
sistem je napunjen perfuzionim rastvorom i ispiran tokom 30 minuta. Potom je sprovedena kalibracija
primenom retrodijalize u in vivo uslovima, za svaku Zivotinju, tokom 2 Casa. Retrodijaliza je
sprovedena perfuzijom rastvora poznatih koncentracija ispitivanih supstanci, levofloksacina (2
mg/ml) i daidzeina (1 mg/ml) kroz mikrodijalizni sistem, pri stalnom protoku od 1 pl/min. Uzorci su
sakupljani u intervalima od 30 minuta tokom 2 sata, i zamrzavani na -20°C do analize i izra¢unavan
je RR in vivo primenom prethodno spomenute formule. Nakon sprovodenja retrodijalize, tokom sat
vremena ponovo je kroz sistem pusten Cist perfuzioni rastvor za ispiranje sistema. Potom je zapoceto

sakupljanje uzoraka (0 tacka) i zivotinjama su oralno aplikovane ispitivane supstance.

3.2.2.3 Prikupljanje uzoraka plazme, seruma i tkiva
Uzorkovanje krvi kod Zivotinja u svakoj grupi je sprovedeno neposredno pre aplikacije ispitivanih
supstanci (0), te u 30., 60., 90., 120., 150., 180., 210. minutu i zatim nakon 4, 5, 6, 1 7 sati od pocetka

uzorkovanja. Potapanjem repa pacova u posudu sa toplom vodom i masiranjem sa vazelinom je bila



izazvana hiperemija. Lanceta je upotrebljena za perforiranje koze na 1 cm od vrha repa i u prethodno
obelezenu mikroepruvetu iz repne vene je uzorkovano 100 pl krvi u epruvete sa 10 pl heparina.
Uzorkovano je 13 uzoraka krvi po zivotinji. Istim eksperimentalnim Zivotinjama je uzet uzorak Krvi i
slobodne tkivne tec¢nosti iz miSi¢a buta mikrodijaliznom procedurom. Nakon zavrSetka ogleda,
zivotinje su dobile jos jednu dozu uretanske anestezije, a potom su bile Zrtvovane kardiopunkcijom u
skladu sa etiCkim principima postupanja sa laboratorijskim Zivotinjama. Neposredno nakon
Zrtvovanja, sakupljeni su uzorci pune krvi od svake zivotinje. Krv je nakon koagulisanja centrifugirana
10 minuta na 3500 obrtaja/min i odvojen je serum, u kom su analizirani biohemijski pokazatelji jetrene
1 bubrezne funkcije. Uzorci tkiva miSica buta, jetre, pluca, bubrega, mozga, fecesa, urina, prostate
uzeti su u prethodno izvagane epruvete, koje su neposredno posle uzorkovanja ponovo izmerene da bi
se omogucilo preracunavanje koncentracija ispitivanih supstanci na g tkiva. Potom su zamrznuti na
20° C do analize. Uzorci jetre 1 bubrega su uzeti za histoloska ispitivanja i ¢uvani u formalinu do

pregleda.

3.2.2.4 Ispitivanje parametara toksic¢nosti (biohemijsko i histolosko)

Od biohemijskih pokazatelja funkcije jetre u serumu odredivane su enzimske aktivnosti aspartat
aminotransferaze (AST), alanin aminotransferaze (ALT) i gama-glutamil transferaze (GGT), kao i
koncentracije ukupnog i konjugovanog bilirubina. Od parametara funkcije bubrega odredene su
koncentracije ureje i1 kreatinina u serumu pacova. Sve analize su radene prema standardnim
spektrofotometrijskim metodama na automatskom sistemu za hemijske analize Olympus AU 400
(Hamburg, Nemacka), u skladu sa uputstvima proizvodaca odgovaraju¢ih komercijalnih kitova.
Uzorci jetre 1 bubrega su histoloski obradeni. Uzeti uzorci tkiva jetre i bubrega drZani su u
formalinskom rastvoru do pregleda. Potom je izvrSena dehidratacija rastu¢im koncentracijama
izopropil alkohola, kalupljenje u parafin i se¢enje na rotacionom mikrotomu pri debljini isecka od 5

pm. Nakon toga, tkivo je obojeno standardnom hematoksilin eozin metodom i analizirano pod



mikroskopom Leica DM LB pri uveli¢anju objektiva od 100 puta, i fotografisani kamerom marke

Leica DC 100.

3.2.3 Kvantitativna analiza uzoraka plazme, tkiva i dijalizata

3.2.3.1 Procedura za pripremu uzoraka plazme i dijalizata

Priprema uzoraka plazme za analizu podrazumevala je dodavanje acetonitrila u v/vodnosu 1:2,
mesanje na vorteksu 15 sekundi i centrifugiranje na 4°C na 3500 obrtaja u trajanju od 10 minuta.
Supernatant (150 pl) je prenet u vijale. Injektovano je 10 ul supernatanta u HPLC sistem. Za analizu
mikrodijaliznih uzoraka je uzet alikvot od 20 ul dijalizata koji je dodat u 40 pul acetonitrila i promesan
na vorteksu. Posle ove procedure, ispitivani rastvori su direktno podvrgnuti HPLC analizi. Uzorci
plazme za odredivanje koncentracija daidzeina dopunjeni su sa acetonitrilom u v/v odnosu 1:2,
vorteksovani u trajanju od 15 sekundi i centrifugirani na na 4°C na 3500 obrtaja u trajanju od 10
minuta. Supernatant (150 ul) je prenet u vijale. Injektovano je 10ul supernatanta u HPLC sistem. Za
analizu mikrodijaliznih uzoraka je uzet alikvot od 20 pl dijalizata koji je dodat u 40 pl acetonitrila i

promesan na vorteksu. Posle ove procedure, ispitivani rastvori su direktno podvrgnuti HPLC analizi.

3.2.3.2 Ekstrakcija iz homogenata tkiva i uzoraka fecesa i urina

Prilikom uzimanja uzoraka, obeleZene mikrotube su izmerene pre i posle uzorkovanja. Uzorci tkiva
homogenizovani su sa 3 ml destilovane vode na Potter-Elvehjem homogenizatoru (Braun, Nemacka)
i vorteksovani 10 s. Odvojeno je 500 pl i pomesano sa 2 ml hloroforma, vorteksovano tokom 10 s i
potom centrifugirano na 5°C tokom 10 min na 3000 obrtaja. Odvojeno je 1,5 ml supernatanta i upareno
do suva na 50°C strujom azota. Dobijeni ekstrakt rekonstituisan je u 120 pl mesavine acetonitrila i
vode HPLC ¢istoc¢e u v/vodnosu 2:1. Koncentracija dobijena analizom preracunata je u pg/g uzorka

slede¢om formulom:

koncentracija u uzorku (%) x 0,12 x 1,33 x6

Koncentracija (—) =
g masa organa (g)



Uzorci urina pripremljeni su vorteksovanjem 100 pl uzorka urina i 2ml hloroforma tokom 10s,
centrifugiranjem na 5°C na 3000 obrtaja tokom 10 minuta. Odvojeno je 1,5 ml supernatanta i upareno
do suva na 50°C strujom azota. Dobijeni ekstrakt rekonstituisan je u 2,4 ml meSavine acetonitrila i
vode HPLC ¢istoce u v/ivodnosu 2:1. Koncentracija dobijena analizom preracunata je u ug/g uzorka

sledecom formulom:
Koncentracija u urinu (E) = koncentracija u uzorku (&) x2,4x1,33x10
ml ml

3.2.3.3 Kvantifikacija primenom metode tecne hromatografije pod visokim pritiskom

Za levofloksacin, plazma i mikrodijalizati uzeti iz misi¢a buta su analizirani uz pomo¢ tecne
hromatografije pod visokim pritiskom (High-pressure liquid chromatography — HPLC, Dionex USA)
sa fluorescentnim detektorom (FLD). Za levofloksacin, hromatografsko razdavajanje je radeno
pomocu kolone ODS Hypersil (Agilent, 150mm x 2,dmm, 5 pm) sa ODS predkolonom (Agilent;
20mm x 2,Imm, 5 pm). Temperatura kolone je odrZzavana na 35°C za vreme trajanja analize.
Izokratska mobilna faza je predstavljala smesu 0,4% rastvora trietilamina (pH podeSen sa fosfornom
kiselinom na 3,0) — metanola — acetonitrila (75:22,5:2,5 [vol/vol/vol]), a eluacija je sprovedena pri
brzini od 0,3 ml/min. Detekcija je sprovedena Agilent fluorescentnim detektorom (Aekscitacija = 292 nm

1 Aemisija = 494 nm). Dobijeni podaci su obradeni preko Dionex softvera Chromeleon.

HPLC sa fluorescentnim detektorom je kori§¢en prema FDA smernicama [201]. Uzeta je blank
plazma pacova od 6 razli¢itih pacova, ukljucujuéi i hemolizovanu plazmu, da bi se odredio metod
specifi¢nosti. Kalibracione krive su odredene metodom najmanjeg kvadrata linearne regresije sluzeci
se softverom Microsoft Excel 2010. Limit kvantifikacije za levofloksacin iznosio je 10 ng/ml za
dijalizat i 20 ng/ml za uzorke plazme. Metoda je pokazala linearnu zavisnost u opsegu od 20 do 2500
ng/ml za uzorke uzete iz plazme i od 10 do 1250 ng/ml za uzorke dijalizata sa faktorom korelacije (r?)

0,996, odnosno 0,999 za levofloksacin.
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Slika 3. Hromatogram standarda levofloksacina u plazmi i kalibraciona kriva standarda
levofloksacina u plazmi - HPLC

Za daidzein, plazma i mikrodijalizati uzeti iz mi$i¢a buta su analizirani uz pomo¢ te¢ne hromatografije
pod visokim pritiskom (High-pressure liquid chromatography — HPLC, Dionex USA) sa
fluorescentnim detektorom. Hromatografsko razdavajanje je radeno pomocu kolone ODS Hypersil
(Agilent, 150mm x 2,2mm, 5 um) sa ODS predkolonom (Agilent; 20mm x 2,2mm, 5 um). Temperatura
kolone je odrzavana na 30°C za vreme trajanja analize [202]. Mobilna faza je predstavljala smesu
acetonitrila i KH2PO4—trietilamin pufera (0,01 M, pH 7,4), a eluacija je sprovedena pri brzini od 0,3
ml/min. Detekcija je sprovedena Agilent fluorescentnim detektorom (Aekscitacija= 350 nm i Aemisija = 472

nm). Dobijeni podaci su obradeni preko Dionex softvera Chromeleon.

Limit kvantifikacije za daidzein iznosio je 13,67 ng/ml za dijalizat i 27,34 ng/ml za uzorke
plazme. Metoda je pokazala linearnu zavisnost u opsegu od 20 do 3750 ng/ml za uzorke uzete iz

plazme i od 10 do 1875 ng/ml za uzorke dijalizata sa faktorom korelacije (r?) 0,996, odnosno 0,984.
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Slika 4. Hromatogram standarda daidzeina u plazmi i kalibraciona kriva standarda daidzeina u plazmi

-HPLC

3.2.4 Invitro mikrobioloska ispitivanja

Odredivanje uticaja daidzeina na osetljivost bakterija u in vitro uslovima sprovedeno je odredivanjem
vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija za levofloksacin i daidzein samostalno i u
kombinaciji. Za ispitivanja su se koristili klini¢ki izolati sojeva P. aeruginosa, E. coli i S. aureus
(MRSA i metilicin senzitivni, ali rezistentan na levofloksacin). Minimalna inhibitorna koncentracija
odredena je metodom mikrodilucije na mikrotitar plo€ama. Za procenu interakcije odredena je

vrednost frakcionih inhibitornih koncetracija - FIK (eng. fractional inhibitory concentration).

Za odredivanje minimalnih inhibitornih koncentracija pripremljeni su radni rastvori levofloksacina u
destilovanoj vodi i daidzeina u 70% etanolu. Rastvori za ispitivanje (pocetne koncentracije 512 pug/ml)
sunapravljeni dodavanjem 512 pl Stoka (1000 pg/ml) i 488 uL destilovane vode. Dalje su pravljena
serijska dvostruka razblazenja sa destilovanom vodom u odnosu 1:1. Za ispitivanje je kao medijum
rasta kori§¢en Mueller-Hinton bujon a tetrazolijum hlorid kao indikator rasta (TTC). Od prekono¢nih
kultura bakterija je neposredno pre izvodenja mikrodilucije pripremljena suspenzija u fiziolosSkom
rastvoru. Turbiditet suspenzije je bio podesen pomoé¢u denzitometra na 0,5 McFarland-a, $to odgovara
koncentraciji bakterija 1 x 108 CFU/mI (eng. colony forming units - jedinica za formiranje kolonija).

Finalni inokulum je pripremljen razblazenjem sa Mueller-Hinton bujonom u odnosu 1:100 radi



dobijanja koncentracije bakterija 1 x 108 CFU/ml. Mueller-Hinton bujon je bio inokulisan u koligini
od 160 ul u bunarci¢e mikrotitar ploce, u koje je zatim dodato po 20 pl odgovarajuce ispitivane
supstance u opadaju¢im koncentracijama i 20 pl bakterijske suspenzije. Fizioloski rastvor je dodat
umesto rastvora levofloksacina a 70% etanol umesto daidzeina za kontrolu rasta, a za kontrolu
sterilnosti je umesto bakterijske suspenzije dodato 20 ul fizioloskog rastvora. Ukupni volumen u
svakom bunar¢iéu iznosio je 200 pl, sa finalnom gustinom bakterijskih éelija od 10° CFU/mI. Nakon
24 ¢asovne inkubacije na 37°C u acrobnim uslovima, slede¢eg dana, u svaki bunar¢i¢ dodato je po 10
pl TTC-a kao indikatora rasta, i bakterije su inkubirane jo§ 20 minuta. Potom je vizuelnom
inspekcijom identifikovan rast bakterija, gde roza boja indikuje rast. TTC je bezbojan rastvor koji se
u prisustvu zivih bakterijskih ¢elija redukuje do formazana koji je intenzivno crvene boje. Minimalna
inhibitorna koncetracija je ocitana kao najniza koncentracija ispitivanih supstanci koja je inhibirala
vidljivi rast mikroorganizama (roza boja — prisutan rast mikroorganizama, izostanak boje-inhibicija
rasta). Potom je za odredivanje baktericidnih koncentracija sa svake plo€e presejan sadrzaj bunarcica
koji je odgovarao vrednosti MIK prema vizuelnoj inspekciji kao i jo$ dva bunar¢i¢a sa nizom odnosno
visom koncentracijom antibiotika na Mueller-Hinton agar. Nakon 24 ¢asovne inkubacije, odredene su

vrednosti minimalnih baktericidnih koncentracija. Sve je radeno u tri ponavljanja.

Uticaj kombinacije levofloksacina i daidzeina na rast ispitivanih mikroorganizama ispitan je metodom
Sahovske table inokulacijom rastucih koncetracija levofloksacina po apscisi a daidzeina po oridnati
mikrotitarske ploce [203]. Kolone 1 do 10 sadrzale su serijska razblazenja daidzeina, a redovi A do
F serijska razblazenja levofloksacina. U koloni 11 su dvostruka razblazenja samog daidzeina, a u redu
G levofloksacina. Red H je sluzio kao kontrola rastvaraca (kombinacija 70% etanola i levofloksacina)
a kolona 12 kao kontrola sterilnosti i kontrola rasta. Nakon 24h inkubacije na 37°C, ponovljena je
procedura opisana za odredivanje MIK 1 o€itane su vrednosti frakcionih inhibitornih koncentracija.

Sematski prikaz plo¢e za ispitivanje interakcije levofloksacina i daidzeina prikazan je na shemi 1.
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Shema 1. Prikaz ploce za odredivanje frakcionih inhibitornih koncentracija

3.2.5 Insilico ispitivanja

3.2.5.1 In silico ispitivanja farmakokinetskih i farmakodinamskih parametara

Odredivanje farmakokinetskih i farmakodinamskih indeksa efikasnosti za levofloksacin sprovedeno
je izraGunavanjem vrednosti FK/FD indeksa samostalno za levofloksacin i u kombincaiji sa

daidzeinom. Odredene su vrednosti AUC/MIK i Cmax /MIK za sve ispitane bakterije na osnovu

koncentracija u plazmi i popre¢no-prugastom misicu.

Potom je sprovedena Monte-Karlo simulacija u kojoj je simulirana kohorta od 2000 pacijenata leCenih
u jedinicama intenzivne nege. Faza eliminacije je najznacajniji faktor koji utice na kinetiku antibiotika,
a koncentracije antibiotika se mogu preraunati na osnovu izracunavanja klirensa (CLT, total body
clearance) odnosno zapremine krvi koja se ocisti od leka u jedinici vremena. Na osnovu podataka

populacione farmakokinetike levofloksacina [44], vrednosti klirensa (L/h) se mogu izracunati kod

pacijenata, na osnovu klirensa kreatinina prema slede¢oj formuli:

CLT = 5,945-1,486 + (Sx — 0,032) + (CrCl x 0,07)



S = starost pacijenta

CrClI = klirens kreatininina

AUC = —=

D =doza

CLT = klirens leka

Podaci o vrednostima Kklirensa i starosti pacijenata na osnovu kojih je generisana kohorta dobijeni su
iz Cetiri klinic¢ka ispitivanja na pacijentima hospitalizovanih u jedinicama intenzivne nege [204-207].
Simulirana su tri razli¢ita dozna rezima za intravenski primenjen levofloksacin (400 mg, 500mg i
750mg i.v.) i izracunate vrednosti AUC/MIK za raspon MIK od 0,002 do 128 pg/ml. Potom je za
svaki dozni rezim izraCunata verovatnoca postizanja ciljane vrednosti (eng. Probability of target
attainment, PTA) za indeks AUC/MIK za koji je pokazano da korelira sa efikasno$c¢u fluorohinolona
u klinickim uslovima, i uporedena sa vrednostima MIK identifikovanih na klini¢kim izolatima u ovom

istrazivanju.

3.2.5.2 In silico ispitivanja interakcija daidzeina i levofloksacina sa transportnim proteinima
Potencijal vezivanja levofloksacina i daidzeina na humane transportne proteine odreden je primenom

softvera Vienna LiverTox Workspace (https://livertox.univie.ac.at/), 2020) javno dostupnog veb

servisa za predikciju interakcija lekova sa transporterima u jetri, koji koristi modele masinskog ucenja
za procenu vezivanja ispitivanih supstanci za odabrane transportere. Servis dozvoljava predikciju
interakcije izmedu malih molekula i osam razli¢itih transportera. Strukture daidzeina i levofloksacina
su preuzete sa PubChem baze podataka [208] u .sdf formatu, i importovane u servis. Analiza je dala
rezultat u vidu bikategorijalne varijable za ponasanje ispitivane supstance kao supstrata (da/ne),

odnosno inhibitora (da/ne) odredenog transportnog proteina.


https://livertox.univie.ac.at/

3.2.6 Statisticka obrada podataka

3.2.6.1 Statisticka analiza farmakokinetskih parametara

Sprovedena je nekompartmanska analiza (eng. noncompartmental analysis — NCA) individualnih
profila pomocu add-in programa PKSolver za Microsoft Excel 2010 [209]. Parametri koje smo
racunali bili su: konstanta eliminacije - Az, poluvreme eliminacije - ti2, vreme u kome je dostignuta
maksimalna koncentracija tmax, maksimalna dostignuta koncetracija Cmax, povrSina ispod krive
koncentracija-vreme (eng. area under the curve — AUC) od nula do odredenog vremena — AUCo., od
nula do beskonacnosti — AUCo-, prosecno vreme tokom kojeg se lek zadrzava u telu (eng. mean
residence time) — MRTo.». Primenom nekompartmanske analize moguce je izraCunati i konstantu
eliminacije i volume distibucije. U kori§¢enom softveru, konstanta brzine eliminacije generiSe se na
osnovu najmanje tri vrednosti koncentracija primenom multiple regresione analize, u koju ne ulaze
vrednosti koje su prethodile Cmax. Na osnovu nagiba krive u fazi eliminacije generiSu se i parametri

tu2, MRT i CI.

3.2.6.2 Statisticka analiza mikrobioloSkih parametara
Za procenu ove interakcije odredena je vrednost frakcionih inhibitornih koncetracija - FIK (eng.

fractional inhibitory concentration) po slede¢oj formuli:

2FIK = FIKIevoﬂoksacin"‘ Fl Kdaidzein,

gde je FIK evofioksacin=MIK (Ievofloksacin+daidzein)/ MlKIevoroksacin,

a FI Kdaidzein:M IK (levofloksacin+daidzein)/ MI Kdaidzein-

Kombinacija se smatra sinergistickom ako je XFIK <0,5, bez interakcije ako je £FIK >0,5 do <2, i
antagonistickom kada je XFIK>2, bilo gde na plo¢i. Za daidzein je prilikom racunanja FIK kao

vrednost MIK uzeta dvostruko veca koncentracija od maksimalno testirane [203, 210].



3.2.6.3 Statisticka obrada dobijenih rezultata

Statisticka obrada dobijenih rezultata ispitivanja sprovedena je u programima Excel 2016 i IBM SPSS
Statistics, verzija 22. Od mera centralne tendencije kori$¢ena je aritmeti¢ka sredina, a mera varijacije
izrazena je standardnom devijacijom. StatistiCka znacajnost razlika odredenih medu grupama je
ispitivana Studentovim t testom za neazvisne uzorke i jednofaktorskom analizom varijanse (ANOVA)
sa Tukey post hoc analizom. Statisticke hipoteze su testirane na nivou statisticke znacajnosti (alfa

nivo) od 0,05. Rezultati su predstavljeni tabelarno i graficki.



4. REZULTATI

4.1 Rezultati in vitro ispitivanja

4.1.1 Retrodijaliza in vitro

U tabeli 4. prikazani su rezultati odredivanja prolaska levofloksacina i daidzeina kroz membranu
mikrodijaliznih katetera u in vitro uslovima. Na osnovu merenja koncentracije u perfuzatu koji je
sadrzao poznate koncentracije ispitivanih supstanci, i smanjenja koncentracije tokom intervala

pracenja, preracunat je stepen preuzimanja. Stepen preuzimanja nakon 2 sata je iznosio 51,25% za

levofloksacin i 34,71% za daidzein.

Tabela 4. Koncentracija levofloksacina i daidzeina u perfuzatu i stepen preuzimanja tokom in

vitro retrodijalize u trajanju od 2 sata pri protoku od 1 pl/min

Interval Levofloksacin Daidzein

(min) Koncentracija Stepen preuzimanja | Koncentracija Stepen preuzimanja
(x £ SEM, pg/ml) | (x = SEM, %) (x £ SEM, pg/ml) | (X £ SEM, %)

0-30 1,230+0,107 38,500+3,334 0,947+0,083 5,260+0,458

30-60 | 1,066+0,111 46,700+4,853 0,800+0,048 19,980+1,195

60-90 | 1,045+0,079 47,766+3,585 0,772+0,057 22,790+1,686

90-120 | 0,975+0,068 51,250+3,551 0,653+0,027 34,710+0,040




4.1.2 Permeabilnost levofloksacina na modelu paralelnih veStackih membrana (eng. Parallel
Artificial Membrane Permeability Assay, PAMPA)

Na grafikonu 1. prikazane su koncentracije levofloksacina u akceptorskom odeljku nakon 2, 4 i 6
Casova od pocetka inkubacije za levofloksacin samostalno, i u kombinaciji sa daidzeinom u tri
koncentracije. Primecuje se stabilan porast koncentracija levofloksacina u akceptorskom odeljku sa

prolaskom vremena od pocetka ogleda.
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Grafikon 1. Koncentracije levofloksacina u akceptorskom odeljku (Cacc) nakon inkubacije od
2,416hnapH74

U tabeli 5. prikazani su prividni koeficijenti permeabilnosti za levofloksacin samostalno i u
kombinaciji sa daidzeinom u tri koncentracije. Granica dobre permeabilnosti prema primenjenom
protokolu iznosi 1,5 x 10® cm/s, tako da veé¢ sam levofloksacin poseduje odliénu permeabilnost.
Dodatak daidzeina doveo je do povecanja permeabilnosti, mada ove razlike nisu bile statisticki

znacajne.



Tabela 5. Prividni koeficijenti permeabilnosti (Papp) levofloksacina nakon inkubacije od 6 h

Grupa Permeabilnost
L 3,88+0,13
LD10 4,05+0,23
LD25 4,18 £ 0,03
LD50 4,51 +0,93




4.2 Rezultati farmakokinetskih ispitivanja in vivo
4.2.1 Farmakokinetika levofloksacina u plazmi i perifernim tkivima

4.2.1.1 Farmakokinetika levofloksacina u plazmi

Na grafikonu 2. je prikazana kriva koncentracija-vreme, sastavljena na osnovu koncentracija
levofloksacina izmerenih u plazmi. Na grafikonu su prikazane izmerene srednje vrednosti i standardna
greSka srednje vrednosti (SEM) za svaku od 13 vremenskih ta¢aka. Na osnovu srednjih vrednosti za
svaku od tacaka, najviSa vrednost koncentracije se postizala pola sata nakon administracije, nakon
Cega je dolazilo do stabilnog pada koncentracija. Maksimalna koncentracija u plazmi na osnovu

srednjih vrednosti izmerenih kod 6 Zivotinja u svakoj od vremenskih tac¢aka iznosila je oko 0,9 pg/ml.
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Grafikon 2. Koncentracije levofloksacina u plazmi pacova nakon oralne primene levofloksacina
(48 mg/kg)



U tabeli 6. su prikazani farmakokinetski parametri levofloksacina dobijeni nekompartmanskom
analizom uzoraka plazme nakon oralne primene. Vrednosti maksimalnih koncentracija iznosile su
1,227+0,325 pg/ml. Cinjenica da se vreme do postizanja maksimalnih koncentracija razlikovalo medu
zivotinjama, ¢ini razli¢itim Cmax Odreden vizuelnom inspekcijom krive koncentracija-vreme i
primenom nekompartmanske analize. Vreme do postizanja maksimalnih koncentracija iznosilo je kod
najveceg broja zivotinja oko 35 minuta. Poluvreme eliminacije iznosilo je oko 2,9 ¢asova, a povrSina

ispod krive koncentracija-vreme 173,827 pg/ml*min, $to odgovara vrednosti od 2,89 pg/ml*h.

Tabela 6. Izra¢unati farmakokinetski parametri na osnovu koncentracija u plazmi pacova
nakon oralne primene levofloksacina (48 mg/kg)

Farmakokinetski parametar | Jedinica mere X + SEM

Aq 1/min 0,004+0,000

577 min 173,287+14,532
tmax min 35,6+14,142
Crnax ug/ml 1,227+0,194
AUCo.7 pg/ml*min 237,386+24,924
AUCo-inf_obs ug/ml*min 305,398+34,275
AUCo.7/0-inf_obs 0,782+0,029
MRTo-inf_obs min 287,842+24,695
Vz/Fobs (mg/kg)/(ug/ml) 42,79346,957
Cl/Fobs (mg/kg)/(ug/ml)/min | 0,172+0,022

Legenda: Az -konstanta eliminacije, ti>-poluvreme eliminacije, tmax - Vreme za postizanje maksimalne koncentracije, Cmax
- maksimalna koncetracija, AUCO-7 - povrSina ispod krive koncentracija-vreme (eng. area under the curve — AUC) od
nula do 7 ¢asova, AUCo - povr§ina ispod krive koncentracija-vreme od nula do beskonaénosti, AUC.7/0- —koli¢nik
prethodne dve vrednosti, MRTo.. - prose¢no vreme tokom kojeg se lek zadrzava u telu (eng. mean residence time), Vd/F
- prividni volumen distribucije u terminalnoj fazi posle neintravenske primene, CI/F - totalni klirens nakon oralne primene.



4.2.1.2 Farmakokinetika levofloksacina u intersticijalnoj te¢nosti poprec¢no-prugastog misica

Na grafikonu 3. je prikazana kriva koncentracija-vreme, sastavljena na osnovu koncentracija
levofloksacina izmerenih u intersticijalnoj te¢nosti miSi¢a buta. Na grafikonu su prikazane izmerene
srednje vrednosti i standardna greska srednje vrednosti (SEM) za svaku od 21 vremenske tacke. Veliki
broj vremenskih tacaka omogucéava manje varijacije i bolju temporalnu rezoluciju u odnosu na
uzorkovanje u plazmi. Na osnovu srednjih vrednosti za svaku od tafaka, najviSsa vrednost
koncentracije se postizala pola sata nakon administracije, isto kao i u plazmi, $to pokazuje da se
levofloksacin rapidno distribuise, nakon ¢ega je dolazilo do pada koncentracija. Maksimalna
koncentracija u misi¢u na osnovu srednjih vrednosti izmerenih kod 6 zivotinja u svakoj od vremenskih

tacaka iznosila je oko 0,6 pg/ml.
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Grafikon 3. Koncentracije levofloksacina u intersticijalnoj te€nosti butnog misi¢a pacova nakon
oralne primene levofloksacina (48 mg/kg)



U tabeli 7. su prikazani farmakokinetski parametri levofloksacina dobijeni nekompartmanskom
analizom uzoraka dijalizata nakon oralne primene. Kako su uzorci dijalizata sakupljani kontinuirano
u intervalima uzorkovanja od 20 minuta, kao vremenske tacke, uzete su sredine svakog intervala, da
bi se izbegla distorzija krive koncentracija-vreme. Vrednosti maksimalnih koncentracija iznosile su
0,659+0,224 pg/ml. ZabeleZena je visoka varijabilnost medu Zivotinjama u vrednostima Cmax u misicu.
Vreme do postizanja maksimalnih koncentracija iznosilo je oko 35 minuta, slicno kao u plazmi.
Poluvreme eliminacije iznosilo je oko 2,5 ¢asova, a povrsina ispod krive koncentracija-vreme iznosi

88,74 ug/ml*min, $to odgovara vrednosti od 1,47 pg/ml*h.

Tabela 7. Izracunati farmakokinetski parametri na osnovu koncentracija u u intersticijalnoj
te¢nosti butnog misi¢a pacova nakon oralne primene levofloksacina (48 mg/kg)

Farmakokinetski parametar | Jedinica mere X + SEM

A; 1/min 0,006+0,001

ti Min 142,346+32,194
tmax Min 34,000+9,797
Cmax pg/ml 0,659+0,224
AUCo7 pg/ml*min 88,736+10,900
AUCo.inf obs pg/ml*min 111,965+9,917
AUCO—?/O—inf_obs 0,794+0,060
MRTo-inf_obs min 259,137+42,235
Vz/Fops (mg/kg)/(ug/ml) /

Cl/Fobs (mg/kg)/(ng/ml)/min | 0,445+0,045

Legenda: Az -konstanta eliminacije, ti2-poluvreme eliminacije, tnax - vreme za postizanje maksimalne koncentracije, Cmax
- maksimalna koncetracija, AUCO-7 - povrSina ispod krive koncentracija-vreme (eng. area under the curve — AUC) od
nula do 7 ¢asova, AUCo.. - povrSina ispod krive koncentracija-vreme od nula do beskonaénosti, AUCo.7/0-. —koli¢nik
prethodne dve vrednosti, MRTo... - prose¢no vreme tokom kojeg se lek zadrzava u telu (eng. mean residence time), Vd/F
- prividni volumen distribucije u terminalnoj fazi posle neintravenske primene, CI/F - totalni klirens nakon oralne primene.

0Odnos AUCo-7misil AUCo.7piazma 1znosi 0,35, uz napomenu da su u uzorcima mikrodijalize merene

slobodne koncentracije levofloksacina, a u plazmi ukupne. Ako se vrednosti koncentracija u plazmi



koriguju na nivoe slobodnog levofloksacina, prema literaturnim podacima o vezivanju levofloksacina
za proteine od 35%, dobija se odnos od 0,78 za vrednost AUCo-7misic/ AUCo-7plazma. Ovaj podatak jos
jednom potvrduje odlican prodor levofloksacina u periferna tkiva. Kako je prividni volumen
distribucije parametar koji opisuje prelazak leka iz plazme, i raGuna se na osnovu koncentracije u

plazmi, ovaj parametar nije ra¢unat za misi¢no tkivo.



4.2.1.3 Farmakokinetika levofloksacina u homogenatima tkiva, uzorcima fecesa i urina

U tabeli 8. prikazane su izmerene koncentracije levofloksacina u uzorcima homogenata tkiva, uzoraka
fecesa i1 urina. Koncentracije su izrazene u pg/g uzorka osim za urin gde su izrazene u pg/ml urina.
Najvise koncentracije su izmerene u urinu, indikujuci da se levofloksacin nakupljao u urinu u procesu
eliminacije. Uzorci urina su uzimani na kraju ogleda, 7 ¢asova nakon primene, mikcija kod Zivotinja
nije zabelezena tokom ovog perioda, tako da koncentracije u urinu pokazuju celokupan izlucen
levofloksacin tokom trajanja ogleda. Kada bi se preracunale koncentracije u urinu na osnovu ukupnog
volumena urina prema telesnoj masi pacova, dolazimo do podatka da se za 7 ¢asova oko 20% unete
doze izlucilo urinom nepromenjeno. Koncentracije su bile znacajne i u fecesu, indikujuéi da se deo
unesenog levofloksacina nije resorbovao nakon per o0s primene ili se izluio putem fecesa
nepromenjen. Koncentracije u mozgu bile su nize nego u drugim tkivima, pokazujuéi ogranic¢en prodor

levofloksacina kroz krvno-mozdanu barijeru zdravih pacova.

Tabela 8. Koncentracije levofloksacina u homogenatima tkiva, fecesa i urina pacova nakon 7
¢asova od oralne primene (48 mg/kQg)

Uzorak Jedinica mere X SEM
Bubreg ug/g 0,520 0,250
Feces ug/g 4,355 1,721
Jetra ug/g 1,732 0,423
Misi¢ ug/g 2,089 0,363
Mozak pa/g 0,071 0,016
Plu¢a ug/g 1,411 0,282
Prostata ug/g 2,583 0,895
Urin ug/ml 574,646 170,107




4.2.2 Farmakokinetika daidzeina u plazmi i perifernim tkivima

4.2.2.1 Farmakokinetika daidzeina u plazmi

Na grafikonu 4. je prikazana kriva koncentracija-vreme, sastavljena na osnovu koncentracija
daidzeina izmerenih u plazmi nakon primenjene najnize ispitivane doze (1,9 mg/kg). Na grafikonu su
prikazane izmerene srednje vrednosti i standardna greska srednje vrednosti (SEM) za svaku od 13
vremenskih tacaka. Na osnovu srednjih vrednosti za svaku od tacaka, najvisa vrednost koncentracije
se postizala oko 4 sata nakon administracije, nakon ¢ega dolazi do stabilnog pada koncentracija.
Maksimalna koncentracija u plazmi na osnovu srednjih vrednosti izmerenih kod 6 Zivotinja u svakoj

od vremenskih tac¢aka iznosila je oko 0,2 pg/ml.

Koncentracija (ug/ml)
o o o o o o o
O N T T - S

o

0 30 60 90 120 150 180 210 240 300 360 420
Vreme (min)

Grafikon 4. Koncentracije daidzeina u plazmi pacova nakon oralne primene (1,9 mg/kg)



U tabeli 9. su prikazani farmakokinetski parametri daidzeina dobijeni nekompartmanskom analizom
uzoraka plazme nakon oralne primene u najnizoj dozi (1,9 mg/kg). Vrednosti maksimalnih
koncentracija iznosile su 0,247+0,061 pug/ml. Vreme do postizanja maksimalnih koncentracija iznosilo
je kod najveceg broja zivotinja oko 180 minuta, a primecena je visoka varijabilnost u ovom parametru.
Poluvreme eliminacije iznosilo je oko 0,7 ¢asova, a povrsina ispod krive koncentracija-vreme iznosi

62,249 ng/ml*min, Sto odgovara vrednosti od 1,045 pg/ml*h.

Tabela 9. Izracunati farmakokinetski parametri daidzeina na osnovu koncentracija u plazmi
pacova nakon oralne primene (1,9 mg/kg)

Farmakokinetski parametar | Jedinica mere X = SEM

Az 1/min 0,015+0,000

t1r2 min 46,796+14,948
tmax min 180,000+65,145
Cmax ug/ml 0,247+0,061
AUCo.7 ug/ml*min 62,249+21,682
AUCo-inf_obs ug/ml*min 76,904+24 549
AUCo.7/0-inf_obs 0,964+0,272
MRTo-inf_obs min 231,124+73,801
VZ/Fobs (mg/kg)/(ug/ml) 1,668+0,525
Cl/Fobs (mg/kg)/(ng/ml)/min | 0,015+0,000

Legenda: Az -konstanta eliminacije, t1o-poluvreme eliminacije, tmax - Vreme za postizanje maksimalne koncentracije, Cmax
- maksimalna koncetracija, AUCO-7 - povrSina ispod krive koncentracija-vreme (eng. area under the curve — AUC) od
nula do 7 ¢asova, AUCo., - povrsina ispod krive koncentracija-vreme od nula do beskona¢nosti, AUCo.7/0-- —kolinik
prethodne dve vrednosti, MRTo.. - prose¢no vreme tokom kojeg se lek zadrzava u telu (eng. mean residence time), Vd/F
- prividni volumen distribucije u terminalnoj fazi posle neintravenske primene, CI/F - totalni klirens nakon oralne primene.



Na grafikonu 5. je prikazana kriva koncentracija-vreme sastavljena na osnovu koncentracija
daidzeina izmerenih u plazmi nakon primenjene srednje ispitivane doze (3,8 mg/kg). Na grafikonu su
prikazane izmerene srednje vrednosti i standardna greSka srednje vrednosti (SEM) za svaku od 13
vremenskih tacaka. Na osnovu srednjih vrednosti za svaku od tacaka, najvisa vrednost koncentracije
se postizala oko jednog sata nakon administracije. Maksimalna koncentracija u plazmi na osnovu

srednjih vrednosti izmerenih kod 6 Zivotinja u svakoj od vremenskih tac¢aka iznosila je oko 0,1 pg/ml.
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Grafikon 5. Koncentracije daidzeina u plazmi pacova nakon oralne primene (3,8 mg/kg)



U tabeli 10. su prikazani farmakokinetski parametri daidzeina dobijeni nekompartmanskom analizom
uzoraka plazme nakon oralne primene u srednjoj ispitivanoj dozi (3,8 mg/kg). Vrednosti maksimalnih
koncentracija iznosile su 0,106+0,012 pg/ml. Vreme do postizanja maksimalnih koncentracija iznosilo
je kod najveceg broja zivotinja oko 60 minuta, a primecena je visoka varijabilnost u ovom parametru.
Poluvreme eliminacije iznosilo je oko 9 ¢asova, a povrsina ispod krive koncentracija-vreme iznosi
20,744 pg/ml*min, Sto odgovara vrednosti od 0,34 pg/ml*h. Koncentracije u plazmi nakon oralne

primene daidzeina nisu zavisne od primenjene doze.

Tabela 10. Izrac¢unati farmakokinetski parametri daidzeina na osnovu koncentracija u plazmi
pacova nakon oralne primene (3,8 mg/kg)

Farmakokinetski parametar | Jedinica mere X + SEM

Az 1/min 0,0005+0,0002
ti Min 551,297+170,649
tmax Min 60,000+42,426
Cmax ug/ml 0,106+0,012
AUCo.7 ug/ml*min 20,774+1,750
AUCo-inf obs ug/ml*min 101,460+16,488
AUCo.-7/0-inf_obs 0,205%0,030
MRTo-inf obs Min 1564,578+225,720
Vz/Fops (mg/kg)/(ng/ml) 55,869+0,262
Cl/Fobs (mg/kg)/(ug/ml)/min | 0,037+0,011

Legenda: Az -konstanta eliminacije, tio-poluvreme eliminacije, tmax - Vreme za postizanje maksimalne koncentracije, Cmax
- maksimalna koncetracija, AUCO-7 - povrSina ispod krive koncentracija-vreme (eng. area under the curve — AUC) od
nula do 7 ¢asova, AUCo - povr§ina ispod krive koncentracija-vreme od nula do beskonaénosti, AUC.7/0- —koli¢nik
prethodne dve vrednosti, MRTo.. - prose¢no vreme tokom kojeg se lek zadrzava u telu (eng. mean residence time), Vd/F
- prividni volumen distribucije u terminalnoj fazi posle neintravenske primene, CI/F - totalni klirens nakon oralne primene.

Na grafikonu 6. je prikazana kriva koncentracija-vreme, sastavljena na osnovu koncentracija
daidzeina izmerenih u plazmi nakon primenjene najvise ispitivane doze (5,7 mg/kg). Na grafikonu su
prikazane izmerene srednje vrednosti i standardna greska srednje vrednosti (SEM) za svaku od 13

vremenskih tacaka. Na osnovu srednjih vrednosti za svaku od tac¢aka, najvisa vrednost koncentracije



se postizala oko 30 minuta nakon administracije. Maksimalna koncentracija u plazmi na osnovu

srednjih vrednosti izmerenih kod 6 Zivotinja u svakoj od vremenskih tac¢aka iznosila je oko 0,4 pg/ml.
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Grafikon 6. Koncentracije daidzeina u plazmi pacova nakon oralne primene (5,7 mg/kg)

U tabeli 11. su prikazani farmakokinetski parametri daidzeina dobijeni nekompartmanskom analizom
uzoraka plazme nakon oralne primene u najvisoj ispitivanoj dozi (5,7 mg/kg). Vrednosti maksimalnih
koncentracija iznosile su 0,492+0,194 ng/ml. Vreme do postizanja maksimalnih koncentracija iznosilo
je kod najveceg broja zivotinja oko 90 minuta, a primecena je visoka varijabilnost u ovom parametru.
Poluvreme eliminacije iznosilo je oko 5 ¢asova, a povrsina ispod krive koncentracija-vreme iznosi

72,69+29,54 ng/ml*min, §to odgovara vrednosti od 1,21 pg/ml*h.



Tabela 11. Izra¢unati farmakokinetski parametri daidzeina na osnovu koncentracija u plazmi
pacova nakon oralne primene (5,7 mg/kg)

Farmakokinetski parametar | Jedinica mere X + SEM

Az 1/min 0,012+0,005

t12 Min 316,291+225,025
tmax Min 90,000+48,9898
Crmax ug/ml 0,492+0,194
AUCo.7 ug/ml*min 72,689+29,537
AUCo.inf obs ug/ml*min 279,306+197,659
AUCO-?/O-inf_obs 0,719+0,216
MRTo-inf_obs Min 573,696+333,909
VZ/Fobs (mg/kg)/(ug/ml) 9,153+0,365
Cl/Fobs (mg/kg)/(ug/ml)/min | 0,1054+0,000

Legenda: Az -konstanta eliminacije, ti2-poluvreme eliminacije, tmax - Vreme za postizanje maksimalne koncentracije, Cmax
- maksimalna koncetracija, AUCO-7 - povrSina ispod krive koncentracija-vreme (eng. area under the curve — AUC) od
nula do 7 ¢asova, AUCo - povr§ina ispod krive koncentracija-vreme od nula do beskonaénosti, AUCo.7/0-- —k0li¢nik
prethodne dve vrednosti, MRTo.. - prose¢no vreme tokom kojeg se lek zadrzava u telu (eng. mean residence time), Vd/F
- prividni volumen distribucije u terminalnoj fazi posle neintravenske primene, CI/F - totalni klirens nakon oralne primene.



4.2.2.2 Farmakokinetika daidzeina u intersticijalnoj tecnosti popre¢no-prugastog misica

Na grafikonu 7. je prikazana kriva koncentracija-vreme sastavljena na osnovu koncentracija
daidzeina izmerenih u intersticijalnoj te¢nosti misi¢a buta nakon oralne primene u najnizoj ispitivanoj
dozi (1,9 mg/kg). Na grafikonu su prikazane izmerene srednje vrednosti i standardna greska srednje
vrednosti (SEM) za svaku od 21 vremenske tacke. Na osnovu srednjih vrednosti za svaku od tacaka,
najvisa vrednost koncentracije se postizala oko 2 sata nakon administracije, nakon ¢ega je dolazilo do
pada koncentracija. Maksimalna koncentracija u misi¢u na osnovu srednjih vrednosti izmerenih kod

6 zivotinja u svakoj od vremenskih tac¢aka iznosila je oko 0,15 pg/ml.
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Grafikon 7. Koncentracije daidzeina u intersticijalnoj te¢nosti butnog misica pacova nakon
oralne primene daidzeina (1,9 mg/kg)



U tabeli 12. su prikazani farmakokinetski parametri daidzeina dobijeni nekompartmanskom analizom
uzoraka dijalizata nakon oralne primene u najnizoj ispitivanoj dozi (1,9 mg/kg). Vrednosti
maksimalnih koncentracija iznosile su 0,127+0,054 pg/ml. Vreme do postizanja maksimalnih
koncentracija iznosilo je oko 110 minuta. Poluvreme eliminacije iznosilo je oko jednog sata, a
povrsina ispod krive koncentracija-vreme iznosi 22,59 pg/ml*min, §to odgovara vrednosti od 0,376
pug/ml*h. Odnos AUCo-7misic/ AUCo-7plazma iznosi 0,35. Vrednost klirensa izraCunata na osnovu
koncentracija izmerenih u uzorcima mikrodijalize bila je zna¢ajno manja nego ona odredena u plazmi,

konzistentno, vreme zadrzavanja u misi¢u (MRT) bilo je duze nego u plazmi.

Tabela 12. Izracunati farmakokinetski parametri na osnovu koncentracija u u intersticijalnoj
te¢nosti butnog misi¢a pacova nakon oralne primene daidzeina (1,9 mg/kg)

Farmakokinetski parametar | Jedinica mere X = SEM

Az 1/min 0,012+0,0013
ti2 min 55,729+4,562
tmax min 110,452+45,232
Crmax pg/ml 0,127+0,054
AUCo7 pg/ml*min 22,598+2,341
AUCo-inf_obs ug/ml*min 26,877+3,492
AUCo-7/0-inf_obs 0,841+0,130
MRT o-inf _obs min 217,044+19,345
Vz/Fobs (mg/kg)/(ug/ml) /

Cl/Fobs (mg/kg)/(ug/ml)/min | 0,035+0,004

Legenda: Az -konstanta eliminacije, t1o-poluvreme eliminacije, tmax - Vreme za postizanje maksimalne koncentracije, Cmax
- maksimalna koncetracija, AUCO-7 - povrsina ispod krive koncentracija-vreme (eng. area under the curve — AUC) od
nula do 7 casova, AUCo., - povrsina ispod krive koncentracija-vreme od nula do beskonacnosti, AUCo.7/0-.. —koli¢nik
prethodne dve vrednosti, MRTo.. - prose¢no vreme tokom kojeg se lek zadrzava u telu (eng. mean residence time), Vd/F
- prividni volumen distribucije u terminalnoj fazi posle neintravenske primene, CI/F - totalni klirens nakon oralne primene.

Na grafikonu 8. je prikazana kriva koncentracija-vreme sastavljena na osnovu koncentracija
daidzeina izmerenih u intersticijalnoj tecnosti misica buta nakon oralne primene u srednjoj ispitivanoj
dozi (3,8 mg/kg). Na grafikonu su prikazane izmerene srednje vrednosti i standardna greska srednje

vrednosti (SEM) za svaku od 21 vremenske tacke. Na osnovu srednjih vrednosti za svaku od tacaka,



najvisa vrednost koncentracije se postizala oko 4 sata nakon administracije, nakon ¢ega je dolazilo do
pada koncentracija. Maksimalna koncentracija u misi¢u na osnovu srednjih vrednosti izmerenih kod

6 zivotinja u svakoj od vremenskih tac¢aka iznosila je oko 0,06 pg/ml.
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Grafikon 8. Koncentracije daidzeina u intersticijalnoj te¢nosti butnog misi¢a pacova nakon
oralne primene daidzeina (3,8 mg/kg)



U tabeli 13. su prikazani farmakokinetski parametri daidzeina dobijeni nekompartmanskom analizom
uzoraka dijalizata nakon oralne primene u srednjoj ispitivanoj dozi (3,8 mg/kg). Vrednosti
maksimalnih koncentracija iznosile su 0,058+0,005 pg/ml. Vreme do postizanja maksimalnih
koncentracija iznosilo je oko 130 minuta. Poluvreme eliminacije iznosilo je oko jednog sata, a
povrsina ispod krive koncentracija-vreme iznosi 15,98 pg/ml*min, $to odgovara vrednosti od 0,25
pug/ml*h. Odnos AUCo-7misic/ AUCo-7plazma iznosi 0,80. Vrednost klirensa izraCunata na osnovu
koncentracija izmerenih u uzorcima mikrodijalize bila je zna¢ajno ve¢a nego ona odredena u plazmi,

konzistentno, vreme zadrzavanja u misicu (MRT) bilo je zna¢ajno krace nego u plazmi.

Tabela 13. Izracunati farmakokinetski parametri na osnovu koncentracija u u intersticijalnoj
te¢nosti butnog misica pacova nakon oralne primene daidzeina (3,8 mg/kg)

Farmakokinetski parametar | Jedinica mere X + SEM

Az 1/min 0,013+0,003

f1r2 min 65,515+16,482
tmax min 130,000+47,140
Crnax pg/ml 0,058+0,005
AUCo.7 pg/ml*min 15,983+0,574
AUCo-inf_obs ug/ml*min 18,283+1,507
AUCo.7/0-inf_obs 0,884+0,039
MRTo-inf_obs min 246,565+16,250
Vz/Fops (mg/kg)/(ng/ml) 9,434+1,592
Cl/Fobs (mg/kg)/(ng/ml)/min | 0,106+0,008

Legenda: Az -konstanta eliminacije, t1o-poluvreme eliminacije, tmax - Vreme za postizanje maksimalne koncentracije, Cmax
- maksimalna koncetracija, AUCO-7 - povrsina ispod krive koncentracija-vreme (eng. area under the curve — AUC) od
nula do 7 ¢asova, AUCq... - povr$ina ispod krive koncentracija-vreme od nula do beskonaénosti, AUCo.7/0- —koli¢nik
prethodne dve vrednosti, MRTo... - proseéno vreme tokom kojeg se lek zadrzava u telu (eng. mean residence time), Vd/F
- prividni volumen distribucije u terminalnoj fazi posle neintravenske primene, CI/F - totalni klirens nakon oralne primene.



Na grafikonu 9. je prikazana kriva koncentracija-vreme, sastavljena na osnovu koncentracija
daidzeina izmerenih u intersticijalnoj te¢nosti miSi¢a buta nakon oralne primene u najvisoj ispitivanoj
dozi (5,7 mg/kg). Na grafikonu su prikazane izmerene srednje vrednosti i standardna greska srednje
vrednosti (SEM) za svaku od 21 vremenske ta¢ke. Na osnovu srednjih vrednosti za svaku od tacaka,
najvisa vrednost koncentracije postizala se oko pola sata hakon administracije, nakon ¢ega je dolazilo
do pada koncentracija. U Sestom satu se ponovo primec¢uje porast koncentracija u misi¢u. Maksimalna
koncentracija u miSi¢u na osnovu srednjih vrednosti izmerenih kod 6 Zivotinja u svakoj od vremenskih

tacaka iznosila je oko 0,15 pg/ml.

0.7

Koncentracija (ug/ml)
o o o o o
N w BN (62} D

o
-

0 10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 420
Vreme (min)

Grafikon 9. Koncentracije daidzeina u intersticijalnoj te¢nosti butnog misi¢a pacova nakon
oralne primene daidzeina (5,7 mg/kg)



U tabeli 14. su prikazani farmakokinetski parametri daidzeina dobijeni nekompartmanskom analizom
uzoraka dijalizata nakon oralne primene u najviSoj ispitivanoj dozi (5,7 mg/kg). Vrednosti
maksimalnih koncentracija iznosile su 0,11+0,02 pg/ml. Vreme do postizanja maksimalnih
koncentracija iznosilo je oko 2 sata. Poluvreme eliminacije iznosilo je oko 5 ¢asova, a povrSina ispod
krive koncentracija-vreme iznosi 16,50 pg/ml*min, $to odgovara vrednosti od 0,28 pg/ml*h. Odnos
AUCo-7misic! AUCo-7plazma iznosi 0,23. Vrednost klirensa izraCunata na osnovu koncentracija izmerenih
u uzorcima mikrodijalize nije se razlikovala znacajno u odnosu na onu odredena u plazmi,

konzistentno, vreme zadrzavanja u misicu (MRT) je takode bilo sli¢no.

Tabela 14. Izracunati farmakokinetski parametri na osnovu koncentracija u u intersticijalnoj
te¢nosti butnog misi¢a pacova nakon oralne primene daidzeina (5,7 mg/kg)

Farmakokinetski parametar | Jedinica mere X + SEM

Az 1/min 0,003+0,001

t1/2 min 330,692+94,922
tmax min 145,000+56,292
Crnax pg/ml 0,108+0,019
AUCo.7 ug/ml*min 16,502+3,936
AUCo-inf_obs ug/ml*min 40,300+10,044
AUCo.7/0-inf_obs 0,555+0,108
MRTo-inf obs Min 551,406+145,286
Vz/Fops (mg/kg)/(ug/ml) /

Cl/Fobs (mg/kg)/(ng/ml)/min | 0,079+0,030

Legenda: Az -konstanta eliminacije, t1o-poluvreme eliminacije, tmax - Vreme za postizanje maksimalne koncentracije, Cmax
- maksimalna koncetracija, AUCO-7 - povrsina ispod krive koncentracija-vreme (eng. area under the curve — AUC) od
nula do 7 casova, AUCo., - povrsina ispod krive koncentracija-vreme od nula do beskonacnosti, AUCo.7/0-.. —koli¢nik
prethodne dve vrednosti, MRTo... - prose¢no vreme tokom kojeg se lek zadrzava u telu (eng. mean residence time), Vd/F
- prividni volumen distribucije u terminalnoj fazi posle neintravenske primene, CI/F - totalni klirens nakon oralne primene.



4.2.2.3 Koncentracije daidzeina u homogenatima tkiva, uzorcima fecesa i urina

U tabeli 15. prikazane su izmerene koncentracije daidzeina u uzorcima homogenata tkiva, uzoraka
fecesa i1 urina. Koncentracije su izrazene u pg/g uzorka osim za urin gde su izrazene u pg/ml urina.
Najvise koncentracije su izmerene u urinu, indikujuéi da se daidzein nakuplja u urinu u procesu
eliminacije. Vazno je napomenuti da kinetika eliminacije daidzeina putem urina nije bila dozno
zavisna i linerana $to je u skladu sa plazma profilima daidzeina nakon primenjene tri razli¢ite doze.
Koncentracije su bile visoke i u fecesu, indikujuci da se deo unesenog daidzeina nije resorbovao nakon
per 0s primene ili se izlu¢io putem fecesa nepromenjen. Koncentracije u mozgu bile su zna¢ajno nize
nego u drugim tkivima, ali ipak merljive, ukazujuéi na prodor daidzeina kroz krvno-mozdanu barijeru

zdravih pacova. U tkivu plu¢a daidzein nije detektovan.

Tabela 15. Koncentracije daidzeina u homogenatima tkiva, fecesa i urina pacova nakon 7 ¢asova

od oralne primene u tri ispitivane doze D1 (1,9mg/kg), D2 (3,8 mg/kg) i D 3 (5,7 mg/kg)

D1 D2 D3
Uzorak Jedinica X SEM X SEM X SEM
mere
Bubreg ug/g 0,083 | 0,030 |1,312 0,213 | 1,363 0,519
Feces ug/g 16,656 | 0,690 | 14,706 | 5,147 | 8,595 4,009
Jetra ug/g 1,323 | 0,447 | 2,587 0,497 | 1,949 0,763
Misi¢ ug/g 0,695 |0,401 |0,971 0,189 | 0,399 0,179
Mozak ug/g 0,062 | 0,017 | 0,079 0,029 | 0,056 0,026
Pluca ug/g 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 0,000
Prostata ug/g 1,592 |0,137 | 0,627 0,362 | 1,678 0,610
Urin ug/mi 72,369 | 17,329 | 139,106 | 23,500 | 27,048 19,126




4.2.3 Farmakokinetika levofloksacina u plazmi i perifernim tkivima nakon konkomitantne primene sa

daidzeinom

4.2.3.1 Farmakokinetika levofloksacina u plazmi nakon primene u kombinaciji sa daidzeinom

Na grafikonu 10. je prikazana kriva koncentracija-vreme, sastavljena na osnovu koncentracija
levofloksacina izmerenih u plazmi nakon primene u kombinaciji sa daidzeinom u najniZoj ispitivanoj
dozi od 1,9 mg/kg. Na grafikonu su prikazane izmerene srednje vrednosti i standardna greska srednje
vrednosti (SEM) za svaku od 13 vremenskih tacaka. Na osnovu srednjih vrednosti za svaku od tacaka,
najvisa vrednost koncentracije postizala se tek oko 6 ¢asova nakon administracije, nakon ¢ega dolazi
do naglog pada koncentracija. Maksimalna koncentracija u plazmi na osnovu srednjih vrednosti

izmerenih kod 6 Zivotinja u svakoj od vremenskih ta¢aka iznosila je oko 0,7 pg/ml.
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Grafikon 10. Koncentracije levofloksacina u plazmi pacova nakon oralne primene
levofloksacina (48 mg/kg) u kombinaciji sa daidzeinom (1,9mg/kg)



U tabeli 16. su prikazani farmakokinetski parametri levofloksacina dobijeni nekompartmanskom
analizom uzoraka plazme nakon oralne primene u kombinaciji sa daidzeinom u najnizoj ispitivanoj
dozi (1,9 mg/kg). Vrednosti maksimalnih koncentracija iznosile su 0,803+0,073 pg/ml. Cinjenica da
se vreme do postizanja maksimalnih koncentracija razlikovalo medu zivotinjama, ¢ini razli¢itim Cmax
odreden vizuelnom inspekcijom grafikona i primenom nekompartmanske analize. Vreme do
postizanja maksimalnih koncentracija iznosilo je kod najveceg broja zivotinja oko 3,5 Casova.
Poluvreme eliminacije iznosilo je oko 1,5 ¢asova, a povr$ina ispod krive koncentracija-vreme iznosila

je 207,561 pg/ml*min, $to odgovara vrednosti od 3,46 pg/ml*h.

Tabela 16. Izrac¢unati farmakokinetski parametri na osnovu koncentracija u plazmi pacova
nakon oralne primene levofloksacina (48 mg/kg) u kombinaciji sa daidzeinom (1,9 mg/kg)

Farmakokinetski parametar | Jedinica mere X + SEM

A; 1/min 0,008+0,001

t12 min 105,643+17,138
tmax min 192,000+59,154
Cmax pg/ml 0,803+0,073
AUCo.7 pg/ml*min 207,561+32,031
AUCo-inf_obs ug/ml*min 253,346+32,196
AUCo-7/0-inf obs 0,807+0,045
MRTo-inf_obs min 283,000+24,955
VZ/Fobs (mg/kg)/(ug/ml) 33,026+8,333
Cl/Fobs (mg/kg)/(ng/ml)/min | 0,208+0,030

Legenda: Az -konstanta eliminacije, t1o-poluvreme eliminacije, tmax - Vreme za postizanje maksimalne koncentracije, Cmax
- maksimalna koncetracija, AUCO-7 - povrSina ispod krive koncentracija-vreme (eng. area under the curve — AUC) od
nula do 7 ¢asova, AUCq.. - povr$ina ispod krive koncentracija-vreme od nula do beskonaénosti, AUCo.7/0- —koli¢nik
prethodne dve vrednosti, MRTo... - prose¢no vreme tokom kojeg se lek zadrzava u telu (eng. mean residence time), Vd/F
- prividni volumen distribucije u terminalnoj fazi posle neintravenske primene, CI/F - totalni klirens nakon oralne primene.



Na grafikonu 11. je prikazana kriva koncentracija-vreme sastavljena na osnovu koncentracija
levofloksacina izmerenih u plazmi nakon primene u kombinaciji sa daidzeinom u srednjoj ispitivanoj
dozi od 3,8 mg/kg. Na grafikonu su prikazane izmerene srednje vrednosti i standardna greska srednje
vrednosti (SEM) za svaku od 13 vremenskih tacaka. Na osnovu srednjih vrednosti za svaku od tacaka,
najvisa vrednost koncentracije postizala se ve¢ 30 minuta nakon administracije, nakon ¢ega dolazi do
naglog pada koncentracija. Maksimalna koncentracija u plazmi na osnovu srednjih vrednosti

izmerenih kod 6 Zivotinja u svakoj od vremenskih ta¢aka iznosila je oko 0,7 pg/ml.
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Grafikon 11. Koncentracije levofloksacina u plazmi pacova nakon oralne primene
levofloksacina (48 mg/kg) u kombinaciji sa daidzeinom (3,8 mg/kg)



U tabeli 17. su prikazani farmakokinetski parametri levofloksacina dobijeni nekompartmanskom
analizom uzoraka plazme nakon oralne primene u kombinaciji sa daidzeinom u srednjoj ispitivanoj
dozi (3,8 mg/kg). Vrednosti maksimalnih koncentracija iznosile su 0,673+0,151 pg/ml. Vreme do
postizanja maksimalnih koncentracija iznosilo je kod najveceg broja Zzivotinja oko 30 minuta.
Poluvreme eliminacije iznosilo je oko 6 ¢asova, a povrsina ispod krive koncentracija-vreme iznosila

je 143,038+33,743 pg/ml*min, $to odgovara vrednosti od 2,83 pg/ml*h.

Tabela 17. Izracunati farmakokinetski parametri na osnovu koncentracija u plazmi pacova
nakon oralne primene levofloksacina (48 mg/kg) u kombinaciji sa daidzeinom (3,8 mg/kg)

Farmakokinetski parametar | Jedinica mere X + SEM

A; 1/min 0,003+0,001

tu min 359,221+90,307
tmax min 30,000+0,000
Cmax ug/ml 0,673+0,151
AUCoz pg/ml*min 143,038+33,743
AUCo-inf_obs ug/ml*min 327,574+102,271
AUCo-7/0-inf obs 0,539+0,121
MRTo-inf_obs min 568,697+140,258
Vz/Fobs (mg/kg)/(ng/ml) 100,239+48,94
Cl/Fobs (mg/kg)/(ng/ml)/min | 0,330+0,421

Legenda: Az -konstanta eliminacije, t1o-poluvreme eliminacije, tmax - Vreme za postizanje maksimalne koncentracije, Cmax
- maksimalna koncetracija, AUCO-7 - povrSina ispod krive koncentracija-vreme (eng. area under the curve — AUC) od
nula do 7 €asova, AUCo - povr$ina ispod krive koncentracija-vreme od nula do beskonaénosti, AUCo.7/0-. —koliénik
prethodne dve vrednosti, MRTo.. - prose¢no vreme tokom kojeg se lek zadrzava u telu (eng. mean residence time), Vd/F
- prividni volumen distribucije u terminalnoj fazi posle neintravenske primene, CI/F - totalni klirens nakon oralne primene.

Na grafikonu 12. je prikazana kriva koncentracija-vreme, sastavljena na osnovu koncentracija
levofloksacina izmerenih u plazmi nakon primene u kombinaciji sa daidzeinom u najvisoj ispitivanoj
dozi od 5,7 mg/kg. Na grafikonu su prikazane izmerene srednje vrednosti i standardna greska srednje
vrednosti (SEM) za svaku od 13 vremenskih tacaka. Na osnovu srednjih vrednosti za svaku od tacaka,

najvisa vrednost koncentracije postizala se ve¢ 30 minuta nakon administracije, nakon cega je dolazilo



do naglog pada koncentracija. Maksimalna koncentracija u plazmi na osnovu srednjih vrednosti

izmerenih kod 6 Zivotinja u svakoj od vremenskih tacaka iznosila je oko 1,05 pg/ml.
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Grafikon 12. Koncentracije levofloksacina u plazmi pacova nakon oralne primene
levofloksacina (48 mg/kg) u kombinaciji sa daidzeinom (5,7 mg/kg)



U tabeli 18. su prikazani farmakokinetski parametri levofloksacina dobijeni nekompartmanskom
analizom uzoraka plazme nakon oralne primene u kombinaciji sa daidzeinom u najvi$oj ispitivanoj
dozi (5,7 mg/kg). Vrednosti maksimalnih koncentracija iznosile su 1,177+£0,391 ug/ml. ZabeleZena je
visoka varijabilnost u vrednostima maksimalnih koncentracija nakon primene levofloksacina u
kombinaciji sa daidzeinom u najvi$oj dozi. Vreme do postizanja maksimalnih koncentracija iznosilo
je kod najvecéeg broja zivotinja oko 30 minuta. Poluvreme eliminacije iznosilo je oko 2,5 ¢asova, a
povrSina ispod krive koncentracija-vreme iznosila je 145,706+30,434 pug/ml*min, Sto odgovara

vrednosti od 2,43 pg/ml*h.

Tabela 18. Izracunati farmakokinetski parametri na osnovu koncentracija u plazmi pacova
nakon oralne primene levofloksacina (48 mg/kg) u kombinaciji sa daidzeinom (5,7 mg/kg)

Farmakokinetski parameter | Jedinica mere X = SEM

Az 1/min 0,005+0,000

f1r2 min 148,081+3,934
tmax min 35,000+4,564
Cmax ug/ml 1,177%0,391
AUCo7 pg/ml*min 145,706+30,434
AUCo-inf_obs ug/ml*min 185,712+35,556
AUCo-7/0-inf obs 0,770+0,016
MRTo-inf_obs min 286,563+16,055
Vz/Fops (mg/kg)/(ng/ml) 73,132+17,730
Cl/Fobs (mg/kg)/(ng/ml)/min | 0,331+0,071

Legenda: Az -konstanta eliminacije, tio-poluvreme eliminacije, tmax - Vreme za postizanje maksimalne koncentracije, Cmax
- maksimalna koncetracija, AUCO-7 - povrSina ispod krive koncentracija-vreme (eng. area under the curve — AUC) od
nula do 7 ¢asova, AUCq... - povr$ina ispod krive koncentracija-vreme od nula do beskonaénosti, AUCo.7/0- —koli¢nik
prethodne dve vrednosti, MRTo... - proseéno vreme tokom kojeg se lek zadrzava u telu (eng. mean residence time), Vd/F
- prividni volumen distribucije u terminalnoj fazi posle neintravenske primene, CI/F - totalni klirens nakon oralne primene.



4.2.3.2 Farmakokinetika levofloksacina u intersticijalnoj te¢nosti popre¢no-prugastog misi¢a nakon
primene sa daidzeinom

Na grafikonu 13. je prikazana kriva koncentracija-vreme, sastavljena na osnovu koncentracija
levofloksacina izmerenih u intersticijalnoj te¢nosti misi¢a buta nakon primene levofloksacina zajedno
sa daidzeinom u najnizoj ispitivanoj dozi (1,9mg/kg). Na grafikonu su prikazane izmerene srednje
vrednosti i standardna greska srednje vrednosti (SEM) za svaku od 21 vremenske tacke. Na osnovu
srednjih vrednosti za svaku od tacaka, najvisa vrednost koncentracije postizala se oko 3 sata nakon
administracije, indikujuci odlozenu distribuciju u misi¢nu tkivo nakon primene sa daidzeinom. Oko
4,5 sata nakon administracije, primecen je ponovni porast koncentracija. Maksimalna koncentracija
u mi$i¢u na osnovu srednjih vrednosti izmerenih kod 6 zivotinja u svakoj od vremenskih tacaka

iznosila je oko 0,95 pg/ml.
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Grafikon 13. Koncentracije levofloksacina u intersticijalnoj te¢nosti butnog misi¢a pacova
pacova nakon oralne primene levofloksacina (48 mg/kg) u kombinaciji sa daidzeinom (1,9
mg/kg)



U tabeli 19. su prikazani farmakokinetski parametri levofloksacina dobijeni nekompartmanskom
analizom uzoraka dijalizata nakon primene zajedno sa daidzeinom u ispitivanoj dozi (1,9 mg/kg).
Kako su uzorci dijalizata sakupljani kontinuirano u intervalima uzorkovanja od 20 minuta, kao
vremenske tacke, uzete su sredine svakog intervala, da bi se izbegla distorzija krive koncentracija-
vreme. Vrednosti maksimalnih koncentracija iznosile su 1,100+0,124 pg/ml. Zabelezena je visoka

varijabilnost medu zivotinjama u vrednostima Cmax u misicu.

Tabela 19. Izracunati farmakokinetski parametri na osnovu koncentracija u u intersticijalnoj
te¢nosti butnog misi¢a pacova nakon oralne primene levofloksacina (48 mg/kg) u kombinaciji
sa daidzeinom (1,9 mg/kg)

Farmakokinetski parametar | Jedinica mere X + SEM

Az 1/min 0,012+0,004

t2 min 302,548+200,634
tmax min 163,333+28,508
Cmax ug/ml 1,100£0,124
AUCo7 ug/mi*min 93,384+12,079
AUCo-inf_obs ug/ml*min 198,389+70,360
AUCo-7/0-inf_obs 0,763+0,121
MRTo-inf_obs min 566,796+315,451
Vz/Fops (mg/kg)/(ug/ml) /

Cl/Fobs (mg/kg)/(ng/ml)/min | 0,370+0,056

Legenda: Az -konstanta eliminacije, ti2-poluvreme eliminacije, tmax - Vreme za postizanje maksimalne koncentracije, Cmax
- maksimalna koncetracija, AUCO-7 - povrSina ispod krive koncentracija-vreme (eng. area under the curve — AUC) od
nula do 7 €asova, AUCy - povr$ina ispod krive koncentracija-vreme od nula do beskonaénosti, AUCo.7/0-.- —koliénik
prethodne dve vrednosti, MRTo.. - prose¢no vreme tokom kojeg se lek zadrzava u telu (eng. mean residence time), Vd/F
- prividni volumen distribucije u terminalnoj fazi posle neintravenske primene, CI/F - totalni klirens nakon oralne primene.

Vreme do postizanja maksimalnih koncentracija iznosilo je oko 2,5 sata. Poluvreme eliminacije
iznosilo je oko 5 ¢asova. Povrsina ispod krive koncentracija-vreme iznosi 94 pg/ml*min, §to odgovara
vrednosti od 1,56 pg/m1*h. Odnos AUCo-7misic/ AUCo-7plazma 1zN0si 0,45, uz napomenu da su u uzorcima
mikrodijalize merene slobodne koncentracije levofloksacina, a u plazmi ukupne. Ako se vrednosti

koncentracija u plazmi koriguju na nivoe slobodnog levofloksacina, prema literaturnim podacima o



vezivanju levofloksacina za proteine od 35%, dobija se odnos od 0,70 za vrednost AUCo-7misie/ AU Co.

7plazma. Vreme zadZavanja u miSi¢u (MRT) je znacajno duze nego odredeno u plazmi.



Na grafikonu 14 je prikazana kriva koncentracija-vreme, sastavljena na osnovu koncentracija
levofloksacina izmerenih u intersticijalnoj te¢nosti misi¢a buta nakon primene levofloksacina zajedno
sa daidzeinom u srednjoj ispitivanoj dozi (3,8 mg/kg). Na grafikonu su prikazane izmerene srednje
vrednosti i standardna greSka srednje vrednosti (SEM) za svaku od 21 vremenske tacke. Na oshovu
srednjih vrednosti za svaku od tacaka, najvisa vrednost koncentracije postizala se oko 3 sata nakon
administracije, indikuju¢i odloZeno distribuciju u miSi¢nu tkivo nakon primene sa daidzeinom. Oko
4,5 sata nakon administracije, primecuje se ponovni porast koncentracija. Maksimalna koncentracija
u miSi¢u na osnovu srednjih vrednosti izmerenih kod 6 Zivotinja u svakoj od vremenskih taaka

iznosila je oko 0,7 pg/ml.
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Grafikon 14. Koncentracije levofloksacina u intersticijalnoj te¢nosti butnog misi¢a pacova
pacova nakon oralne primene levofloksacina (48 mg/kg) u kombinaciji sa daidzeinom (3,8
mg/kg)



U tabeli 20. su prikazani farmakokinetski parametri levofloksacina dobijeni nekompartmanskom
analizom uzoraka dijalizata nakon primene zajedno sa daidzeinom u srednjoj ispitivanoj dozi (3,8
mg/kg). Kako su uzorci dijalizata sakupljani kontinuirano u intervalima uzorkovanja od 20 minuta,
kao vremenske tacke, uzete su sredine svakog intervala, da bi se izbegla distorzija krive koncentracija-
vreme. Vrednosti maksimalnih koncentracija iznosile su 1,030+0,200 ug/ml. Zabelezena je visoka

varijabilnost medu zivotinjama u vrednostima Cmax u misicu.

Tabela 20. Izracunati farmakokinetski parametri na osnovu koncentracija u u intersticijalnoj
te¢nosti butnog misi¢a pacova nakon oralne primene levofloksacina (48 mg/kg) u kombinaciji
sa daidzeinom (3,8 mg/kg)

Farmakokinetski parametar | Jedinica mere X = SEM

Az 1/min 0,027+0,004
12 min 31,122+5,149
tmax min 242,000+22,220
Crnax pg/ml 1,030+0,200
AUCo.7 min 56,272+8,268
AUCo-inf_obs ug/ml*min 56,974+8,281
AUCo-7/0-inf_obs ug/ml*min 0,987+0,004
MRTO—inf_obs 161,544+2.079
Vz/Fops min /

Cl/Fobs (mg/kg)/(ng/ml) 1,064+0,235
A; (mg/kg)/(pg/ml)/min | 0,027+0,004

Legenda: Az -konstanta eliminacije, ti2-poluvreme eliminacije, tmax - Vreme za postizanje maksimalne koncentracije, Cmax
- maksimalna koncetracija, AUCO-7 - povrSina ispod krive koncentracija-vreme (eng. area under the curve — AUC) od
nula do 7 ¢asova, AUCy. - povrsina ispod krive koncentracija-vreme od nula do beskonaénosti, AUCo.7/0-.. —koliénik
prethodne dve vrednosti, MRTo... - proseéno vreme tokom kojeg se lek zadrzava u telu (eng. mean residence time), Vd/F
- prividni volumen distribucije u terminalnoj fazi posle neintravenske primene, CI/F - totalni klirens nakon oralne primene.

Vreme do postizanja maksimalnih koncentracija iznosilo je oko 2,5 sata. Poluvreme eliminacije
iznosilo je svega 30 minuta. PovrSina ispod krive koncentracija-vreme iznosila je 56,3 pug/ml*min, §to
odgovara vrednosti od 0,93 pg/ml*h. Odnos AUCo-7misic/ AUCo-7piazma iznosio je 0,39, uz napomenu da
su u uzorcima mikrodijalize merene slobodne koncentracije levofloksacina, a u plazmi ukupne. Ako

se vrednosti koncentracija u plazmi koriguju na nivoe slobodnog levofloksacina, prema literaturnim



podacima o vezivanju levofloksacina za proteine od 35%, dobija se odnos od 0,56 za vrednost AUC,.
7migic! AUCo-7plazma. Vreme zadzavanja u misicu (MRT) bilo je znacajno krace nego ono odredeno u

plazmi.



Na grafikonu 15. je prikazana kriva koncentracija-vreme, sastavljena na osnovu koncentracija
levofloksacina izmerenih u intersticijalnoj te¢nosti misi¢a buta nakon primene levofloksacina zajedno
sa daidzeinom u najvis$oj ispitivanoj dozi (5,7 mg/kg). Na grafikonu su prikazane izmerene srednje
vrednosti i standardna greSka srednje vrednosti (SEM) za svaku od 21 vremenske tacke. Na osnovu
srednjih vrednosti za svaku od tacaka, najviSa vrednost koncentracije postizala se oko pola sata nakon
administracije nakon ¢ega je dolazilo do naglog pada koncentracija. Maksimalna koncentracija u
misi¢u na osnovu srednjih vrednosti izmerenih kod 6 zivotinja u svakoj od vremenskih tacaka iznosila

je oko 1,5 pg/ml.
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Grafikon 15. Koncentracije levofloksacina u intersticijalnoj te¢nosti butnog misica pacova
pacova nakon oralne primene levofloksacina (48 mg/kg) u kombinaciji sa daidzeinom (5,7
mg/kg)



U tabeli 21. su prikazani farmakokinetski parametri levofloksacina dobijeni nekompartmanskom
analizom uzoraka dijalizata nakon primene zajedno sa daidzeinom u najvi$oj ispitivanoj dozi (5,7
mg/kg). Kako su uzorci dijalizata sakupljani kontinuirano u intervalima uzorkovanja od 20 minuta,
kao vremenske tacke, uzete su sredine svakog intervala, da bi se izbegla distorzija krive koncentracija-
vreme. Vrednosti maksimalnih koncentracija iznosile su 1,832+0,316 pg/ml. Zabelezena je visoka

varijabilnost medu zivotinjama u vrednostima Cmax u misicu.

Tabela 21. Izracunati farmakokinetski parametri na osnovu koncentracija u u intersticijalnoj
te¢nosti butnog misi¢a pacova nakon oralne primene levofloksacina (48 mg/kg) u kombinaciji
sa daidzeinom (5,7 mg/kg)

Farmakokinetski parametar | Jedinica mere X = SEM

Az 1/min 0,004+0,001

ti min 197,751+40,440
tmax min 16,667+6,086
Crnax ug/ml 1,832+0,316
AUCo7 pg/ml*min 220,883+60,774
AUCo-inf obs ug/ml*min 281,121+82,226
AUC0-7/0-inf_obs 0,830+0,030
MRTo-inf_obs min 246,964+27,292
Vz/Fops (mg/kg)/(ug/ml) /

Cl/Fobs (mg/kg)/(ug/ml)/min | 0,301+0,080

Legenda: Az -konstanta eliminacije, ti2-poluvreme eliminacije, tmax - Vreme za postizanje maksimalne koncentracije, Cmax
- maksimalna koncetracija, AUCO-7 - povrSina ispod krive koncentracija-vreme (eng. area under the curve — AUC) od
nula do 7 ¢asova, AUCo - povr§ina ispod krive koncentracija-vreme od nula do beskonaénosti, AUC.7/0-- —koli¢nik
prethodne dve vrednosti, MRTo.. - prose¢no vreme tokom kojeg se lek zadrzava u telu (eng. mean residence time), Vd/F
- prividni volumen distribucije u terminalnoj fazi posle neintravenske primene, CI/F - totalni klirens nakon oralne primene.

Vreme do postizanja maksimalnih koncentracija iznosilo je oko 2,5 sata. Poluvreme eliminacije
iznosilo je svega 30 minuta. PovrSina ispod krive koncentracija-vreme iznosila je 221 ug/ml*min, sto
odgovara vrednosti od 3,68 pg/ml*h. Odnos AUCo-7misic/ AUCo-7plazma 1Zn0sio je 1,51, uz napomenu da
su u uzorcima mikrodijalize merene slobodne koncentracije levofloksacina, a u plazmi ukupne. Ako
se vrednosti koncentracija u plazmi koriguju na nivoe slobodnog levofloksacina, prema literaturnim

podacima o vezivanju levofloksacina za proteine od 35%, dobija se odnos od 1,89 za vrednost AUCo.



7migic! AUCo-7plazma. Vreme zadzavanja u misi¢u (MRT) i klirens bili su sli¢ni onima odredenim u

plazmi.



4.2.3.3 Farmakokinetika levofloksacina u organima pacova nakon konkomitantne primene sa
daidzeinom

U tabeli 22. prikazane su izmerene koncentracije levofloksacina u uzorcima homogenata tkiva,
uzoraka fecesa i urina nakon primene levofloksacina u kombinaciji sa daidzeinom u najnizoj
ispitivanoj dozi (1,9 mg/kg). Koncentracije su izrazene u ug/g uzorka osim za urin gde su izrazene
u pg/ml urina. Najvise koncentracije su izmerene u urinu, indikujuéi da se levofloksacin nakuplja
u urinu u procesu eliminacije. Koncentracije su bile visoke i u fecesu, indikujuc¢i da se deo
unesenog daidzeina nije resorbovao nakon per os primene ili se izlu¢io putem fecesa nepromenjen.
Koncentracije levofloksacina u mozgu, nakon primene u kombinaciji sa daidzeinom u najnizoj
dozi, bile su zna¢ajno nize nego u drugim tkivima, pokazujuci ograni¢en prodor levofloksacina

kroz krvno-mozdanu barijeru zdravih pacova.

Tabela 22. Koncentracije levofloksacina u homogenatima tkiva, fecesa i urina pacova nakon
7 ¢asova od oralne primene oralne primene levofloksacina (48 mg/kg) u kombinaciji sa
daidzeinom (1,9 mg/kg)

Uzorak Jedinica mere | X SEM
Bubreg ug/g 0,455 0,058
Feces ug/g 10,934 5,985
Jetra ug/g 1,457 0,467
Misi¢ ug/g 2,065 0,331
Mozak ug/g 0,318 0,045
Pluca ug/g 1,016 0,418
Prostata ug/g 1,629 0,140
Urin pg/mi 124,291 58,619

U tabeli 23. prikazane su izmerene koncentracije levofloksacina u uzorcima homogenata tkiva,
uzoraka fecesa i urina nakon primene levofloksacina u kombinaciji sa daidzeinom u srednjoj
ispitivanoj dozi (3,8 mg/kg). Koncentracije su izrazene u ug/g uzorka osim za urin gde su izraZzene

u pg/ml urina. NajviSe koncentracije su izmerene u urinu, indikujuéi da se levofloksacin nakupljao



u urinu u procesu eliminacije. Koncentracije su bile visoke i u fecesu, indikuju¢i da se deo
unesenog levofloksacina nije resorbovao nakon per os primene ili se izlu¢io putem fecesa
nepromenjen. Nakon konkomitantne primene sa daidzeinom u srednjoj dozi, levofloksacin dobro

prodire i u tkivo bubrega i prostate.

Tabela 23. Koncentracije levofloksacina u homogenatima tkiva, fecesa i urina pacova nakon
7 ¢asova od oralne primene oralne primene levofloksacina (48 mg/kg) u kombinaciji sa
daidzeinom (3,8 mg/kg)

Uzorak Jedinica mere | X SEM
Bubreg ug/g 2,091 0,066
Feces ug/g 12,582 5,522
Jetra ug/g 2,912 0,496
Misi¢ ug/g 1,270 0,257
Mozak ug/g 0,337 0,051
Pluc¢a Ha/g 0,778 0,039
Prostata ug/g 1,251 0,206
Urin pg/ml 13,913 1,534




U tabeli 24. prikazane su izmerene koncentracije levofloksacina u uzorcima homogenata tkiva,
uzoraka fecesa i urina nakon primene levofloksacina u kombinaciji sa daidzeinom u najvi$oj
ispitivanoj dozi (5,7 mg/kg). Koncentracije su izrazene u ug/g uzorka osim za urin gde su izrazene
u pg/ml urina. Najvise koncentracije su izmerene u urinu, indikujuci da se levofloksacin nakupljao
u urinu u procesu eliminacije. Koncentracije su bile visoke 1 u fecesu, indikuju¢i da se deo
unesenog levofloksacina nije resorbovao nakon per os primene ili se izlu¢io putem fecesa
nepromenjen. Nakon konkomitantne primene sa daidzeinom u najvisoj dozi, levofloksacin dobro

prodire i u tkivo prostate, pluca i jetre.

Tabela 24. Koncentracije levofloksacina u homogenatima tkiva, fecesa i urina pacova nakon
7 ¢asova od oralne primene oralne primene levofloksacina (48 mg/kg) u kombinaciji sa
daidzeinom (5,7 mg/kg)

Uzorak Jedinica mere | X SEM
Bubreg ug/g 1,142 0,429
Feces ug/g 1,682 0,907
Jetra ug/g 3,238 0,395
Misi¢ ug/g 0,589 0,227
Mozak ug/g 0,174 0,054
Pluca ug/g 1,303 0,120
Prostata ug/g 1,892 0,412
Urin ug/ml 115,734 63,281




4.2.3.4 Uticaj daidzeina na farmakokinetiku levofloksacina

U tabeli 25. prikazani su farmakokinetski parametri levofloksacina u plazmi odredeni
nekompartmanskom analizom samostalno i u kombinaciji sa rastu¢im dozama daidzeina, kao i
rezultati statisticke analize. Postojala je statisticki znacajna razlika u konstanti eliminacije medu
ispitivanim grupama zivotinja. Vrednosti konstante eliminacije kod grupe koja je primila
levofloksacin u kombinaciji sa daidzeinom u najnizoj dozi (D1LVX) bile su statisticki znacajno
veée u odnosu na grupe koje su primile samo levofloksacin (LVX, p=0,007) 1 levofloksacin 1
daidzein u srednjoj dozi (D2LVX p=0,05). Razlike su primeéene i u poluvremenu eliminacije.
Vrednosti poluvremena eliminacije kod grupe koja je primila daidzein u najnizoj dozi (D1LVX)
bile su statisti¢ki znacajno nize u odnosu na grupu koja je primila samo levofloksacin (LVX,
p=0,0027). Vrednosti vremena do postizanja maksimalnih koncentracija u plazmi takode su se
razlikovale medu ispitanim grupama. Vrednosti tmax kod grupe koja je primila samo levofloksacin
bile su statisticki znac¢ajno nize u odnosu na grupu koja je primila levofloksacin u kombinaciji sa

daidzeinom u najnizoj (p=0,036) 1 srednjoj dozi (p=0,011).

U tabeli 26. prikazani su farmakokinetski parametri levofloksacina u tkivu miSi¢a odredeni
nekompartmanskom analizom samostalno i u kombinaciji sa rastu¢im dozama daidzeina, kao i
rezultati statistiCke analize. Postojala je statistiCki znacajna razlika u konstanti eliminacije izmedu
ispitivanih grupa. Vrednosti konstante eliminacije kod grupe koja je primila samo levofloksacin u
kombinaciji sa daidzeinom u srednjoj dozi (D2LVX) bile su statisticki zna¢ajno vise u odnosu na
grupe koje su primile samo levofloksacin (LVX, p=0,008) i kombinaciju levofloksacina i
daidzeina u najviSoj (D3LVX, p=0,002) dozi. Razlike su primecene 1 u poluvremenu eliminacije.
Vrednosti poluvremena eliminacije kod grupe koja je primila samo levofloksacin (LVX) bile su

statisticki znacajno nize u odnosu na grupu koja je primila levofloksacin u kombinaciji sa



daidzeinom u srednjoj dozi (D2LVX, p<0,001) i statisticki znacajno viSe u odnosu na grupu koja
je primila kombinaciju levofloksacina i daidzeina u najnizoj dozi (D1LVX, p=0,006) . Vrednosti
vremena do postizanja maksimalnih koncentracija u misi¢u takode su se razlikovale medu
ispitanim grupama. Vrednosti tmax kod grupe koja je primila samo levofloksacin bile su statisti¢ki
znacajno nize u odnosu na grupu koja je primila levofloksacin u kombinaciji sa daidzeinom u
najnizoj (p=0,036) i srednjoj dozi (p=0,011). Primecene su i statisticki znacajne razlike u
maksimalnim kocentracijama postignutim u intersticijalnoj te¢nosti misi¢a. Grupa koja je primila
levofloksacin u kombinaciji sa daidzeinom u najvis$oj dozi (D3LVX) imala je statisti¢ki znacajno
vise vrednosti Cmax u odnosu na grupu Zivotinja koja je primila sam levofloksacin (LVX, p=0,021).
Isto je primeéeno i za vrednosti povrSine ispod krive koncentracija-vreme (AUCo.7), gde su
vrednosti AUCo.7 bile statisticki zna¢ajno vise u grupi D3LVX u odnosu na grupu koja je primila
Cist levofloksacin (p=0,032). Vrednosti klirensa su bile statisti¢ki znacajno viSe u grupi koja je
primila levofloksacin u kombinaciji sa daidzeinom u srednjoj dozi (D2LVX) u odnosu na grupu

koja je primila levofloksacin u kombinaciji sa daidzeinom u najvisoj dozi (D3LVX, p=0,012).



Tabela 25. Poredenje farmakokinetskih parametara levofloksacina na osnovu koncentracija u plazmi samostalno i u

kombinaciji sa daidzeinom u rastué¢im dozama

Farmakokinetski Jedinica mere Eksperimentalna grupa
parametar LVX LVX D1 LVX D2 LVX D3 p
(x £ SEM) (x £ SEM) (x £ SEM) (x £ SEM)

Az 1/min 0,004+0,000 0,008+0,001 0,027+0,005 0,005+0,001 0,004
tir min 173,287+14,532 | 105,643+17,138 | 31,122+6,18 148,081+54,178 | 0,015
tmax min 35,6+14,142 192,000+59,154 | 242,000+29,39 | 35,000+8,000 0,007
Crnax ng/ml 1,227+0,194 0,803+0,073 1,030+0,264 1,177+0,371 0,390
AUCo.7 ug/ml*min 237,386+24,924 | 207,561+32,031 | 56,272+10,937 | 145,706+51,937 | 0,087
AUCo-inf_obs ug/ml*min 305,398+34,275 | 253,346+32,196 | 56,974+10,955 | 185,712+72,631 | 0,132
AUCo-7/0-inf_obs 0,782+0,029 0,807+0,045 0,987+0,005 0,770+0,038 0,106
MRTo-inf_obs min 287,842+24,695 | 283,000+24,955 | 161,544+2,750 | 286,563+35,407 | 0,098
Vz/Fops (mg/kg)/(ug/ml) 42,793+6,957 33,026+8,333 45,426+11,479 | 73,132+13,478 | 0,099
Cl/Fobs (mg/kg)/(ug/ml)/min | 0,172+0,022 0,208+0,030 1,064+0,310 0,331+0,092 0,426

Legenda: Az -konstanta eliminacije, ti2-poluvreme eliminacije, tmax - Vreme za postizanje maksimalne koncentracije, Cmax - maksimalna koncetracija, AUCO-7 -
povrsina ispod krive koncentracija-vreme (eng. area under the curve — AUC) od nula do 7 ¢asova, AUCy. - povrsina ispod krive koncentracija-vreme od nula do
beskonaénosti, AUCo.7/0- —koli¢nik prethodne dve vrednosti, MRTo... - prose¢no vreme tokom kojeg se lek zadrzava u telu (eng. mean residence time), Vd/F -
prividni volumen distribucije u terminalnoj fazi posle neintravenske primene, CI/F - totalni klirens nakon oralne primene.



Tabela 26. Poredenje farmakokinetskih parametara levofloksacina odredenih na osnovu koncentracija u

te¢nosti miSi¢a buta samostalno i u kombinaciji sa daidzeinom u rastué¢im dozama

intersticijalnoj

Farmakokinetski Jedinica mere Eksperimentalna grupa
parametar LVX LVX D1 LVX D2 LVX D3 p
(X + SEM) (X + SEM) (X + SEM) (X + SEM)

Az 1/min 0,006+0,001 0,012+0,004 0,027+0,004 0,004+0,001 0,002
t2 Min 142,346+32,194 | 302,548+200,634 | 31,122+5,149 | 197 751+40,440 | 0,559
tmax Min 34,000£9,797 | 163,333+28,508 | 242,000+22,220 | 16 667+6,086 | 0,000
Crnax ug/ml 0,659+0,224 1,100£0,124 1,030+0,200 1,832+0,316 0,032
AUCq.7 ug/ml*min 88,736+10,900 | 93,384+12,079 | 96,272+8,268 | 220,883+60,774 | 0,029
AUCo.inf_obs ug/ml*min 111,965+9,917 | 198,389+70,360 | 96,974+8,281 | 281 121+82,226 | 0,136
AUCo.7/0-inf obs 0,79420,060 0,763+0,121 0,987+0,004 0,830+0,030 0,307
MR To-inf_obs Min 259,137+42,235 | 566,796+315,451 | 161,544£2,079 | 246 964+27,292 | 0,528
Vz/Fobs (mg/kg)/(ug/ml) / / / / /
Cl/Fobs (mg/kg)/(ug/ml)/min | 0,006+0,001 0,370+0,056 1,064+0,235 0,301+0,080 0,011

Legenda: Az -konstanta eliminacije, tio-poluvreme eliminacije, tmax - Vreme za postizanje maksimalne koncentracije, Cmax - maksimalna koncetracija, AUCO-7 -
povrsina ispod krive koncentracija-vreme (eng. area under the curve — AUC) od nula do 7 ¢asova, AUCy. - povrsina ispod krive koncentracija-vreme od nula do
beskonaénosti, AUCo.7/0- —koli¢nik prethodne dve vrednosti, MRTo... - prose¢no vreme tokom kojeg se lek zadrzava u telu (eng. mean residence time), Vd/F -
prividni volumen distribucije u terminalnoj fazi posle neintravenske primene, CI/F - totalni klirens nakon oralne primene.



Na grafikonu 16. prikazan je uticaj daidzeina na vrednosti prose¢nih izmerenih koncentracija
levofloksacina u plazmi. Postojale su statisticki znacajne razlike (F=3,828 p=0,027) izmedu
posmatranih grupa. Grupa zivotinja koja je primila kombinaciju levofloksacina sa daidzeinom u
srednjoj ispitivanoj dozi (2DLVX, 3,8 mg/kg) imala je statistiCki znaCajno niZze vrednosti
prosecnih koncentracija u plazmi u odnosu na grupu koja je primila ¢ist levofloksacin (LVX,
p=0,025). Vrednosti prose¢nih izmerenih koncentracija u plazmi kod drugih grupa koje su primile
levofloksacin u kombinaciji sa daidzeinom u najnizoj dozi (IDILVX, p=0,488) i1 najvisoj dozi

(D3LVX, p=0,078) nisu bile statisticki znacajne.
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Grafikon 16. Poredenje prosec¢nih koncentracija levofloksacina u plazmi samostalno i u
kombinaciji sa daidzeinom u rastué¢im dozama
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Na grafikonu 17. prikazan je uticaj daidzeina na vrednosti proseénih izmerenih koncentracija
levofloksacina u intersticijalnoj te¢nosti misic¢a. Postojale su statisti¢ki znac¢ajne razlike (F=3,88
p=0,25) grupa zivotinja koja je primila kombinaciju levofloksacina sa daidzeinom u najvisoj
ispitivanoj dozi (D3LVX, 5,7 mg/kg) imala je statisticki znacajno viSe vrednosti prosecnih
koncentracija u miSi¢u u odnosu na grupu koja je primila ¢ist levofloksacin (LVX, p=0,029).
Vrednosti kod drugih grupa koje su primile levofloksacin u kombinaciji sa daidzeinom u najnizoj

dozi (D1LVX, p=0,085) i srednjoj dozi (D2LVX, p=0,913) nisu bile statisticki znacajne.
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Grafikon 17. Poredenje prosecnih koncentracija levofloksacina u miSi¢u buta samostalno i
u kombinaciji sa daidzeinom u rastu¢im dozama



U tabeli 27. prikazan je uticaj daidzeina na vrednosti prose¢nih izmerenih koncentracija
levofloksacina u homogenatima tkiva, uzorcima fecesa i urina. Nakon 7 ¢asova od pocetka ogleda,
postojale su statisticki znacajne razlike u koncentraciji levofloksacina u homogenatu misi¢a kod
grupe zivotinja koja je primila kombinaciju levofloksacina sa daidzeinom u najvisoj ispitivanoj
dozi (D3LVX, 5,7 mg/kg) u odnosu na grupu koja je primila Cist levofloksacin (LVX, p=0,028).

Za druge organe, statisticki znacajne razlike nisu zabeleZene.

Tabela 27. Poredenje koncentracija levofloksacina u homogenatima tkiva samostalno i u

kombinaciji sa daidzeinom nakon 7 ¢asova od administracije

Tkivo Jedinica Eksperimentalna grupa
(uzorak) | mere LVX LVX D1 LVX D2 LVX D3 Statisticka
(x £ SEM) (x £ SEM) (x £ SEM) | (X £ SEM) znacajnost
Bubreg | pg/g 0,52+0,25 0,46+0,06 2,09+0,07 | 1,14+0,43 0,234
Feces ug/g 4,36+1,72 10,9345,99 12,5845,52 | 1,68+0,91 0,202
Jetra ug/g 1,73+0,42 1,46+0,47 2,91+0,50 | 3,24+0,40 0,129
Misi¢ ug/g 2,09+0,36 2,07+0,33 1,27£0,26 | 0,59+0,23 0,034
Mozak | pg/g 0,07+0,02 0,32+0,05 0,34+0,05 | 0,17+0,05 0,767
Plu¢a ug/g 1,41+0,28 1,02+0,42 0,78+0,04 | 1,30+0,12 0,661
Prostata | ug/ml | 2,58+0,90 1,63+0,14 1,25+0,21 | 1,89+0,41 0,150
Urin ug/g 574,65+170,11 | 124,29+58,62 | 13,91+1,53 | 115,73+63,28 | 0,440




Na grafikonu 18. prikazano je poredenje prosecnih koncentracija u homogenatima tkiva, uzorcima
fecesa i urina za grupu tretiranu Cistim levofloksacinom i kombinaciju sa daidzeinom, neovisno od
doze. Koncentracije su bile statisticki znacajno nize u urinu (p=0,015) kod grupa Zzivotinja
tretiranih kombinacijom levofloksacina i daidzeina. Daidzein je povecao prodor levofloksacina u
mozak zdravih pacova, koncentracije izmerene u homogenatima mozga bile su statisticki znacajno
vise kod grupa Zivotinja tretiranih kombinacijom daidzeina i levofloksacina (DLVX) u odnosu na

grupu koja je tretirana levofloksacinom samostalno (LVX, p=0,021).
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*na grafikonu prikazane kocentracije urina su u mikrogramima na 100 mikrolitara

Grafikon 18. Poredenje prosecnih kocentracija levofloksacina u homogenatima tkiva,
uzorcima fecesa i urina samostalno (LVX) i u kombinaciji sa daidzeinom (DLVX), neovisno
od primenjene doze daidzeina, 7 ¢asova nakon administracije



4-3 Rezultati ispitivanja parametara toksi¢nosti

4.3.1 Uticaj na biohemijske parametre funkcije jetre i bubrega

U tabeli 28. prikazan je uticaj daidzeina i levofloksacina na vrednosti ukupnog bilirubina u
serumu pacova. Primecene su statisticki znacajne razlike u vrednostima ukupnog bilirubina
(F=3,792, p=0,002), primenom post hok testova pokazano je da je grupa koja je primila
daidzein u najnizoj dozi imala zna¢ajno viSe vrednosti ukupnog bilirubina u odnosu na grupu
koja je primila daidzein u najviSoj dozi (p=0,034). Izmedu grupe koja je primila Cist
levofloksacin i kombinaciju levofloksacina i daidzeina nisu zabelezene statisticki znacajne
razlike (LVX vs DILVX p=0,970, LVX vs D2LVX p=0,761, LVX vs D3LVX p=0,990).
Vrednosti direknog bilirubina su kod svih ispitivanih grupa bile ispod donjeg limita detekcije

(1,7 pmol/).

Tabela 28. Uticaj daidzeina i levofloksacina na vrednosti ukunog bilirubina u serumu
pacova

Marker Grupa X + SEM

LVX 2,10+0,07
D1 2,30+0,07
Bilirubin | D2 1,85+0,09
ukupni D3 1,77+0,05

(umol/l) | DILVX | 2,25+0,14
D2LVX | 1,85+0,07
D3LVX | 2,20+0,07




U tabeli 29. prikazan je uticaj daidzeina i levofloksacina na vrednosti AST u serumu pacova.
Izmedu grupe koja je primila Cist levofloksacin i grupa koje su primile kombinaciju
levofloksacina i daidzeina nisu zabeleZene statisti¢ki znacajne razlike (F=3,083, p=0,051), te

post hok analize nisu sprovedene.

Tabela 29. Uticaj daidzeina i levofloksacina na vrednosti AST u serumu pacova

Marker Grupa X + SEM

LVX 288,00+13,79

D1 166,00+9,06
AST D2 248,50+65,51
) D3 189,33+22,33

D1-LVX | 180,00+54,26
D2-LVX | 268,00+1,73
D3-LVX | 336,00+28,85

U tabeli 30. prikazan je uticaj daidzeina i levofloksacina na vrednosti ALT u serumu pacova.
Izmedu grupe koja je primila Cist levofloksacin 1 kombinaciju levofloksacina i daidzeina nisu

zabelezene statisticki znacajne razlike (F=1,418, p=0,285).

Tabela 30. Uticaj daidzeina i levofloksacina na vrednosti ALT u serumu pacova

Marker Grupa X + SEM

LVX 5,33+0,24
D1 8,25+0,39
ALT D2 5,50+0,28
(un) D3 7,33+0,32

D1-LVX | 5,50+0,29
D2-LVX | 5,50+0,29
D3-LVX | 5,67+0,469

U tabeli 31. prikazan je uticaj daidzeina i levofloksacina na vrednosti ureje u serumu pacova.

Primecene su statisticki znacajne razlike u vrednostima ureje (F=4,280, p=0,015), primenom
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post hok testova pokazano je da je grupa koja je primila daidzein u najnizoj dozi imala znac¢ajno
viSe vrednosti ureje u odnosu na grupu koja je primila daidzein u najvisoj dozi (p=0,009).
Izmedu grupe koja je primila Cist levofloksacin i kombinaciju levofloksacina i daidzeina nisu
zabeleZene statisticki znacajne razlike (LVX vs D1LVX p=0,874, LVX vs D2LVX p=0,422,

LVX vs D3LVX p=0,986).

Tabela 31. Uticaj daidzeina i levofloksacina na vrednosti ureje u serumu pacova

Marker Grupa X + SEM
LVX 15,40+1,07
D1 22.55+1,05
. D2 10,150 43
(Lirgjl PRE 10,202.20
DI-LVX | 19,35+1,06
D2-LVX | 22,00+0,17
D3-LVX | 17,57+2,06

U tabeli 32. prikazan je uticaj daidzeina i levofloksacina na vrednosti kreatinina u serumu
pacova. Izmedu grupe koja je primila Cist levofloksacin i grupa koje su primile kombinaciju
levofloksacina i daidzeina nisu zabelezene statisti¢ki zna¢ajne razlike (F=2,860, p=0,057), te

post hok analize nisu sprovedene.

Tabela 32. Uticaj daidzeina i levofloksacina na vrednosti kreatinina u serumu pacova

Marker Grupa x + SEM
LVX 53,27£1,20
D1 98,00+0,87
.. | D2 58,35+0,78
éﬁaotl'/q;” D3 46,93+2,65
D1-LVX | 90,10£26,21
D2-LVX | 69,45+1,07
D3-LVX | 56,50+7,84
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4.3.1 Uticaj daidzeina i levofloksacina na morfologiju jetre i bubrega pacova

Kod svih grupa zivotinja nadena je uobiCajena histoloska struktura jetre i bubrega bez
histopatoloskih promena.

Na slici 5. Prikazani su rezultati hematoksilin-cozin bojenja parenhima jetre Zivotinja iz svih
ispitivanih grupa. Parenhim jetre ¢ine hepatociti koji se zrakasto pruzaju od centralne venule u
vidu hepati¢nih gredica i na taj nacin obrazuju poligonalne jetrine lobuluse. Prostor izmedu
hepati¢nih gredica ispunjavaju sinusoidni kapilari koji su uobicajenog dijametra. Izmedu
lobulusa nadu se uski portni prostori ispunjeni oskudnim vezivnim tkivom kroz koje prolaze

krvni sudovi 1 manji Zu¢ni kanali¢i.

DILVX D2LV | D3LVX

LVX DI D2

Slika 5. Jetra pacova tretiranih levofloksacinom (LVX, 48 mg/kg), daidzeinom (D1 1,9
mg/kg, D2 3,8 mg/kg, D3 5,7 mg/kg) i kombinacijom daidzeina i levofloksacina(D1LVX
1,9 mg/kg + 48 mg/kg, D2L VX 3,8 mg/kg + 48 mg/kg, D3LVX 5,7 mg/kg+48 mg/kg), H&E,
100x

Na slici 6. prikazani su rezultati hematoksilin-eozin bojenja parenhima bubrega Zivotinja iz
svih ispitivanih grupa. Kortikalni bubrezni parenhim je uobicajene histoloske grade kod svih
ispitivanih grupa. Bubrezna telaSca su saCinjena od kapilarne mreZze organizovane u vidu
klupka bez vidljivih histopatoloskih promena. Tubulski sistem bubreznog tkiva je oblozen

¢elijama kockastog epitela — nefrocitima. Proksimalni tubuli su sa¢injeni od nefrocita izrazito
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eozinofilne citoplazme i centralno postavljenog jedra koji ograni¢avaju veoma uzak lumen.
Distalni tubuli imaju blago proSirene lumene koje obloZzu nefrociti bledo eozinofilne
citoplazme i apikalno postavljenog jedra. Bubrezni intersticijum je ispunjen oskudnim vezivim

tkivom i ve¢im brojem sitnih krvnih sudova.

LV Dl DILVX D2LVX D3LVX

Slika 6. Bubreg pacova tretiranih levofloksacinom (LVX, 48 mg/kg), daidzeinom (D1 1,9
mg/kg, D2 3,8 mg/kg, D3 5,7 mg/kg) i kombinacijom daidzeina i levofloksacina(D1LVX
1,9 mg/kg + 48 mg/kg, D2LVX 3,8 mg/kg + 48 mg/kg, D3LVX 5,7 mg/kg+48mg/kg), H&E,
100x
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4.4 Uticaj daidzeina na osetljivost bakterija na levofloksacin
4.4.1 Odredivanje vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija

U tabeli 33. prikazane su vrednosti odredenih minimalnih inhibitornih koncentracija za
levofloksacin primenom mikrodilucione metode. Prema EUCAST preporukama, granica
osetljivosti na levofloksacin iznosi 2 pg/ml. Minimalne inhibitorne koncentracije daidzeina su

za sve bakterije bile iznad maksimalne ispitane koncentracije (1000 pg/ml).

Tabela 33. Vrednosti minimalnih inhibitornih koncentracija za levofloksacin odredenih
mikrodilucionom metodom

Bakterija MIK (ug/ml) S, R, I status
E.coli 1l 2 R
E. coli 2 0,0625 S
E. coli 3 0,25 S
P. aeruginosa 1 0,25 S
P. aeruginosa 2 16 R
P. aeruginosa 3 4 R
S. aureus 8 R
MRSA 4 R

4.4.2 Ispitivanje interakcije levofloksacina i daidzeina - metoda Sahovske ploce

U nastavku su prikazane sheme ispitivanja interakcije izmedu levofloksacina 1 daidzeina
metodom $ahovske table (eng. checkerboard assay). Zatamnjenim linijama odvojena su polja
gde su levofloksacin i1 daidzein primenjeni samostalno, zasencena polja predstavljaju
kombinacije pri kojima je zabelezen rast bakterija. Poslednji red na mikrotitarskoj ploci
koriS¢en je za kontrolu rastvaraca (etanol 70% v/v), a poslednja kolona za kontrolu rasta i
kontrolu sterilnosti, pa na Semi nisu prikazivani. Vrednosti frakcionih inhibitornih
koncentracija za svaku kombinaciju koja je dovela do prestanka rasta prikazane su na mestu na
shemi koje odgovara odgovarajucoj kombinaciji razli¢itih koncentracija levofloksacina i

daidzeina.
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U shemi 2. prikazane su vrednosti frakcionih inhibitornih koncentracija razli¢itih kombinacija
levofloksacina (od 1 pg/ml do 0,002 pg/ml) i daidzeina (512 pg/ml do 16 pg/ml) za bakteriju
E.coli 3, prema rezultatima antibiograma i odredivanju MIK, senzitivne na levofloksacin.
Vrednosti FIK bile su u rasponu od 0,266 do 0,628, najizrazeniji sinergizam zabelezen je pri
kombinaciji levofloksacina u koncentraciji od 0,0625 pg/ml i daidzeina u koncentraciji od 16
do 64 pug/ml. Sinergizam je takode primecen pri kombinaciji od 0,0312pug/ml levofloksacina i

512 pug/ml daidzeina. Daidzein je doveo do smanjenja vrednosti MIK levofloksacina za 4 do 8

puta.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11

A 0,381 512

B 0,628 256 ¥
C 0,564 128 |3
D 0,314 68 |2
E 0,282 ]
F 0,266 TR
G 1 05 [025 [0125 g,oaz (2),031 2,015 0,008 | 0,004 | 0,002

LEVOFLOKSACIN (ug/ml)

Shema 2. Shematski prikaz frakcionih inhibitornih koncentracija za bakteriju E. coli 3,
senzitivnu na levofloksacin
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U shemi 3. prikazane su vrednosti frakcionih inhibitornih koncentracija razli¢itih kombinacija
levofloksacina (od 16 pg/ml do 0,00312 pg/ml) i daidzeina (512 pg/ml do 16 pg/ml) za
bakteriju E. coli 1, prema rezultatima antibiograma i odredivanju MIK, senzitivne na

levofloksacin. Vrednosti FIK bile su u rasponu od 0,532 do 1,256. Sinergizam nije zabelezen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A 1,012 512
B 1,256 256
C 0,628 128
D 0,564 64
E 0,532 32
F 16
G 16 8 4 2 1 0,5 0,25 |0,125 | 0,062 (2),031

5

(qw/br) NI3ZaIva

LEVOFLOKSACIN (ug/ml)

Shema 3. Shematski prikaz frakcionih inhibitornih koncentracija za bakteriju E. coli 1,
rezistentnu na levofloksacin
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U shemi 4. prikazane su vrednosti frakcionih inhibitornih koncentracija razli¢itih kombinacija
levofloksacina (od 0,125 pg/ml do 0,002 pg/ml) i daidzeina (od 512 pg/ml do 16 pg/ml) za
bakteriju E. coli 2, prema rezultatima antibiograma i odredivanju MIK, senzitivne na
levofloksacin. Vrednosti FIK bile su u rasponu od 0,252 do 0,637, najizrazeniji sinergizam
zabeleZen je pri kombinaciji levofloksacina u koncentraciji od 0,0156 pg/ml levofloksacina i
daidzeina u koncentraciji od 16 do 128 pg/ml. Daidzein je doveo do smanjenja vrednosti MIK

levofloksacina za 4 do 8 puta.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A 0,637 >12
B 0,381 256
C 0,253 128
D 0,314 64
E 0,282 52
F 0,266 16
G 0,125 | 0,062 | 0,031 | 0,015 | 0,007 |0,003 |0,001 |0,001 | 0,000 | 0,000

5 6 8 9 9 5 2

LEVOFLOKSACIN (ug/ml)

Shema 4. Shematski prikaz frakcionih inhibitornih koncentracija za bakteriju E. coli 2,
senzitivnu na levofloksacin
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U shemi 5. prikazane su vrednosti frakcionih inhibitornih koncentracija razli¢itih kombinacija

levofloksacina (od 1 pg/ml do 0,002 pg/ml) i daidzeina (512 pg/ml do 16 pg/ml) za bakteriju

P. aeruginosa 1, prema rezultatima antibiograma i odredivanju MIK, senzitivne na

levofloksacin. Vrednosti FIK bile su u rasponu od 0,266 do 1,512, najizraZeniji sinergizam

zabeleZen je pri kombinaciji levofloksacina u koncentraciji od 0,0625 pg/ml i daidzeina u
koncentraciji od 16 pg/ml. Sinergizam je takode primecen pri kombinaciji od 0,0625 pg/ml

levofloksacina i 128 pg/ml daidzeina. Daidzein je doveo do smanjenja vrednosti MIK

levofloksacina za 4 puta.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A 1,512 512
B 1,256 256
C 0,378 128
D 1,064 64
E 1,032 32
F 0,266 16
G 1 0,5 0,25 |0,125 | 0,062 | 0,031 | 0,015 | 0,007 | 0,003 | 0,001

5 3 6 8 9 9

(qu/br) NI3ZaIva

LEVOFLOKSACIN (ug/ml)

Shema 5. Shematski prikaz frakcionih inhibitornih koncentracija za bakteriju P.

aeruginosa 1, senzitivnu na levofloksacin
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U shemi 6. prikazane su vrednosti frakcionih inhibitornih koncentracija razli¢itih kombinacija

levofloksacina (od 64 pug/ml do 0,125 pg/ml) i daidzeina (512 pug/ml do 16 pg/ml) za bakteriju
P. aeruginosa 2, prema rezultatima antibiograma i odredivanju MIK, rezistentne na
levofloksacin. Vrednosti FIK bile su u rasponu od 0,282 do 2,256, najizraZeniji sinergizam
zabelezen je pri kombinaciji levofloksacina u koncentraciji od 8 pg/ml 1 daidzeina u

koncentraciji od 32 do 128 pg/ml. Daidzein je doveo do smanjenja vrednosti MIK

levofloksacina za 2 puta.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A 2,512 >12
B 2,256 2%6
¢ 0,378 128
D 0,314 64
E 0,282 52
F 1,016 16
G 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125

(w/br) NI3ZaIva

LEVOFLOKSACIN (ug/ml)

Shema 6. Shematski prikaz frakcionih inhibitornih koncentracija za bakteriju P.

aeruginosa 2, rezistentnu na levofloksacin
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U shemi 7. prikazane su vrednosti frakcionih inhibitornih koncentracija razli¢itih kombinacija
levofloksacina (od 16 pg/ml do 0,031 pg/ml) i daidzeina (512 pg/ml do 16 pug/ml) za bakteriju
P. aeruginosa 3, prema rezultatima antibiograma i odredivanju MIK, senzitivne na

levofloksacin. Vrednosti FIK bile su u rasponu od 0,532 do 1,512. Sinergizam nije zabelezen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A 1,512 >12
B 0,756 2%6
C 1128 128
D 1,064 o4
E 0,532 32
F 1,016 16
G 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 | 0,625 | 0,031

(qw/br) NI3ZaIva

LEVOFLOKSACIN (ug/ml)

Shema 7. Shematski prikaz frakcionih inhibitornih koncentracija za bakteriju P.
aeruginosa 3, rezistentne na levofloksacin
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U shemi 8. prikazane su vrednosti frakcionih inhibitornih koncentracija razli¢itih kombinacija

levofloksacina (od 31 pug/ml do 0,0625 pg/ml) i daidzeina (512 pg/ml do 16 pg/ml) za bakteriju

S. aureus, prema rezultatima antibiograma i odredivanju MIK, rezistentne na levofloksacin.

Vrednosti FIK bile su u rasponu od 0,282 do 1,012, najizrazeniji sinergizam zabeleZen je pri

kombinaciji levofloksacina u koncentraciji od 2 pg/ml i daidzeina u koncentraciji od 32 pg/ml.

Daidzein je doveo do smanjenja vrednosti MIK levofloksacina za 4 puta.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A 1,012 512
B 0,756 2%6
¢ 0,378 128
D 0,314 o4
E 0,282 32
F 0,516 16
G 0,062

32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125 5

(qu/br) NI3ZaIva

LEVOFLOKSACIN (ug/ml)

Shema 8. Shematski prikaz frakcionih inhibitornih koncentracija za bakteriju S. aureus,

rezistentnu na levofloksacin
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U shemi 9. prikazane su vrednosti frakcionih inhibitornih koncentracija razli¢itih kombinacija

levofloksacina (od 16 pg/ml do 0,0031 pg/ml) i daidzeina (512 pg/ml do 16 pg/ml) za bakteriju
MRSA, prema rezultatima antibiograma i odredivanju MIK, rezistentne na levofloksacin.
Vrednosti FIK bile su u rasponu od 0,282 do 1,012, najizrazeniji sinergizam zabelezen je pri

kombinaciji levofloksacina u koncentraciji od 1 pg/ml i daidzeina u koncentraciji od 32 pg/ml.

Daidzein je doveo do smanjenja vrednosti MIK levofloksacina za 4 puta.

1 4 5 6 7 8 9 10 11
A 1,012 512
B 0,756 2%6
C 0,628 128
D 0,564 o4
E 0,282 52
F 0,516 16
G 0,062 | 0,031

16 2 1 0,5 025 0,125 |5 3

(qw/br) NI3ZaIva

LEVOFLOKSACIN (ug/ml)

Shema 9. Shematski prikaz frakcionih inhibitornih koncentracija za bakteriju MRSA,
rezistentne na levofloksacin
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4.5 In silico analiza

4.5.1 In silico ispitivanje vezivanja za transportne proteine

U tabeli 34. prikazani su rezultati in silico ispitivanja vezivanja daidzeina i levofloksacina na
transportne proteine. Prema rezultatima, levofloksacin je supstrat za BCRP transporter a
inhibitor MRP4 transportnog proteina. Daidzein je supstrat za BSEP i MRP3 transportere a

supstrat i inhibitor za BCRP transporter.

Tabela 34. Rezultati in silico ispitivanja vezivanja levofloksacina i daidzeina na
transportne proteine

Model Levofloksacin | Daidzein
BSEP Inhibicija - -
BSEP Transport - +

P-glikoprotein Inhibicija | - -
P-glikoprotein Transport | - -
MRP4 Inhibicija + -
MRP2 Transport - -
MRP3 Inhibicija -
MRP3 Transport -
BCRP Inhibicija -
BCRP Transport +
OATP1B1 Inhibicija -
OATP1B3 Inhibicija -

+ |+ |+

Legenda: BSEP - Bile Salt Export Pump, MRP - Multi-Drug Resistance Proteins, BCRP -
Breast Cancer Resistance Protein, OATP - organic-anion-transporting polypeptides
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4.5.2 FK/FD indeksi levofloksacina

Na grafikonu 19. je prikazan uticaj daidzeina na promenu vrednosti FK/FD indeksa
posredovanih izmenom farmakokinetskih parametara levofloksacina. Prikazana je vrednost
indeksa za bakteriju sa vrednoséu MIK od 0,625 pg/ml. lako daidzein dovodi do smanjenja
vrednosti Cmax | AUC u plazmi, posledicno smanjujuéi vrednosti FK/FD indeksa, kada se
posmatraju vrednosti Cmax 1 AUC u miSicu, koje su za efikasnost relevantnije u odnosu na one
odredene u plazmi, vidi se povoljan uticaj daidzeina na tkivnu farmakokinetiku levofloksacina.
Ipak, ovi efekti daidzeina na FK/FD parametre nisu dozno zavisni. Daidzein u najmanjoj i
najvisoj primenjenoj dozi doveo je do povecanja vrednosti Cmax /MIK i AUC/MIK u miSicu,

dok je srednja primenjena doza imala suprotan efekat.

40 6000
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75 ) %{ 4000 I
20 ‘ _ L % 3000 § : %
A ' , % i %/Z 2000 \ % %

Cmax-p/MIK 0.0625 Cmax-m/MIK 0.0625 AUC-p/MIK 0.0625 AUC-m/MIK 0.0625

BLVX ND1LVX mD2LVX % D3LVX

Grafikon 19. Uticaj daidzeina na vrednosti FK/FD indeksa povezanih sa terapijskom
efiksnoséu levofloksacina (Cmaxp — maksimalna koncentracija u plazmi; Cmax-m —
maksimalna koncentracija u mi§icu; AUC-p — AUC u plazmi; AUC-m — AUC u miSi¢u)
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U tabeli 35. prikazane su vrednosti FK/FD indeksa povezanih sa efikasno$¢u fluorohinolona
za levofloksacin samostalno i u kombinaciji sa rastu¢im dozama daidzeina u odnosu na uticaj

daidzeina na farmakokinetske parametre levofloksacina, kao i kroz uticaj na vrednosti MIK.

Tabela 35. Uticaj daidzeina na vrednosti FK/FD indeksa za levofloksacin izracunatih na
osnovu farmakokinetskih podataka i MIK levofloksacina samostalno i u kombinaciji sa
daidzeinom (Cmaxp — maksimalna koncentracija u plazmi; Cmax-m — maksimalna
koncentracija u miSi¢u;AUC-p — AUC u plazmi; AUC-m — AUC u miSi¢u). Prikazane su

srednje vrednosti i standardna greska srednje vrednosti (SEM).

Indek | MIK LVX D1LVX D2LVX D3LVX
0,0625 34.39+19.63 42.89+9.58 43.13+7.19 75.42+27.46

v 0,25 8.60+4.91 10.70+2.39 10.76+1.79 18.82+6.85

S 2 1.07+0.61 0.67+0.15 0.67+0.11 1.18+0.43

= 4 0.54+0.31 0.17+0.04 0.34+0.06 0.59+0.21

3 8 0.27+0.15 0.17+0.04 0.17+0.03 0.29+0.11

(_E) 16 0.13+0.08 0.08+0.02 0.08+0.01 0.15+0.05
0,0625 5111.60+3922 | 11087.67+2903 | 9169.13+1621 | 9340.12+2137.
0,25 1277.90+980. | 2767.48+724.7 | 2288.61+404. | 2331.29+533.4

< 2 159.74+122.5 | 172.97+45.30 143.04+25.29 | 145.71+33.34

% 4 79.87+61.30 86.48+22.65 71.52+12.65 72.85+16.67

O 8 39.93+30.65 43.24+11.32 35.76+6.32 36.43+8.33

E() 16 19.97+15.32 21.62+5.66 17.88+3.16 18.21+4.17
0,0625 24.54+8.79 70.52+9.40 55.03+17.70 117.44+22.18

v 0,25 6.13+2.20 17.60+2.35 13.74+4.42 29.31+5.54

S 2 0.77+0.27 1.10+0.15 0.86+0.28 1.83+0.35

\g 4 0.38+0.14 0.28+0.04 0.43+0.14 0.92+0.17

3 8 0.19+0.07 0.28+0.04 0.21+0.07 0.46+0.09

S 16 0.10+0.03 0.14+0.02 0.11+0.03 0.23+0.04
0,0625 2050.15+1183 | 5986.19+916.1 | 3005.99+830. | 14159.16+4267

v 0, 25 512.54+295.7 | 1494.15+228.6 | 750.30+207.2 | 3534.13+1065.

= 2 64.07+36.97 93.38+14.29 46.89+12.95 220.88+66.57

F= 4 32.03+18.49 46.69+7.15 11.72+3.24 55.22+16.64

O 8 16.02+9.24 23.35%3.57 11.72+3.24 55.22+16.64

2 16 8.01+4.62 11.67+1.79 5.86+1.62 27.61+8.32

Za vrednost MIK kombinacije levofloksacina i daidzeine uzeta je najniza koncentracija
levofloksacina koja u kombinaciji sa daidzeinom dovodi do izostanka rasta. Potom su

izraCunate srednje vrednosti FK/FD indeksa za osam ispitanih bakterija na osnovu
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farmakokinetskih parametara levofloksacina u misicu i plazmi. Daidzein dovodi do visestrukog
povecanja vrednosti FK/FD indeksa, kroz uticaj na smanjenje MIK levofloksacina, a i kroz kao
§to je ranije spomenuto, modifikaciju vrednosti Cmax 1 AUC. Za bakterije rezistentne na
levofloksacin, sa vrednostima MIK do 4 mcg/ml, kroz uticaj na AUC u miSi¢u, i smanjenje
vrednosti MIK, daidzein u najve¢oj dozi postize vrednosti AUC/MIK iznad neophodnih za

terapijsku efikasnost levofloksacina.
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4.5.3 Predikcija efikasnosti razli¢itih doznih reZima levofloksacina kod kritiéno obolelih
pacijenata

Na grafikonu 20. prikazana je verovatnoca postizanja ciljanih vrednosti (PTA, eng. probability
of target attainment) FK/FD indeksa povezanih sa terapijskom efikasnos$¢u levofloksacina
(AUC/MIK> 87h) kod kriticno obolelih pacijenata za simulirana tri razli¢ita dozna rezima
intravenski primenjenog levofloksacina. Na apscisi je prikazana distribucija vrednosti MIK za
klinicke izolate bakterija u trenutnom ispitivanju. lako prema EUCAST smernicama,
standardne disk difuzione metode klasifikuju sve bakterija sa MIK<2 pg/ml kao osetljive na
levofloksacin, primecuje se da kod kriticno obolelih pacijenata, nijedan od simuliranih doznih
reZzima ne postize ciljane vrednosti AUC/MIK za bakterije na granici osetljivosti. Ve¢ za
bakterije sa MIK>0,5 pg/ml, samo levofloksacin u najviSoj primenjenoj dozi dovodi do
ekspozicije kojom se postizu vrednosti AUC/MIK > 87h kod viSe od 80% simulirane kohorte
od 2000 pacijenata.

Target AUC/MIK > 87h

100%
90%

80% MIK
70%
400 mg
60%
g 50% =500 mg
40%
30% =>=750 mg

20%
10%

0%
0.008.016.0302.060.12%.250.5 1 2 4 8 16 32

MIK (MCG/ML)

Grafikon 20. Simulacija farmakokinetike levofloksacina kod kriti¢no obolelih pacijenata
I verovatnoca postizanja ciljanih vrednosti FK/FD indeksa povezanih sa terapijskom
efikasnoScu levofloksacina
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5. DISKUSIJA

U sprovedenim eksperimentima, odredene su koncentracije levofloksacina samostalno i u
kombinaciji sa daidzeinom u plazmi i intersticijalnoj te¢nosti popre¢no-prugastog misica
pacova. U tu svrhu, uspe$no je implementirana metoda mikrodijalize, savremene i pogodne
metode za uzorkovanje intersticijalne te¢nosti i posledi¢no odredivanje koncentracije lekova.
Razvijena je visokosenzitivna HPLC metoda za detekciju obe supstance u plazmi i uzorcima
dijalizata. Ispitan je uticaj daidzeina na farmakokinetiku levofloksacina u plazmi, misicu,
bubregu, jetri, plu¢ima, mozgu, urinu i fecesu. Takode je ispitan uticaj daidzeina na osetljivost
bakterija na levofloksacin, u cilju ispitivanja moguénosti njegove primenjivosti kao inhibitora

efluks pumpi.

Farmakokinetika levofloksacina u plazmi pokazala je da se nakon peroralne primene
levofloksacin brzo apsorbuje, S§to je u skladu sa literaturnim podacima. Prema
biofarmaceutskom sistemu klasifikacije, levofloksacin spada u prvu klasu jedinjenja, koja se
odlikuju visokom permeabilno$¢u i visokom rastvorljivos¢éu u vodi. Na apsorpciju
levofloksacina nakon peroralne primene uti¢u pre svega motilitet Zeluca, prokrvljenost creva i
intestinalni metabolizam [211]. Nakon peroralne primene u pojedinac¢noj dozi od 48 mg/kg,
vrednosti maksimalnih koncentracija u plazmi i misic¢u iznosile su 1,27 pg/ml odnosno 0,66
pg/ml, uz napomenu da su u plazmi merene ukupne koncentracije a u misi¢u samo slobodna
frakcija. Ako se vrednost maksimalne koncentracije u miSicu koriguje na osnovu literaturnih
podataka o vezivanju levofloksacina za proteine plazme od 35%, odnos maksimalnih
koncentracija u plazmi i intersticijalnoj te¢nosti misi¢a iznosio je oko 0,8. Sli¢no je i kada se
posmatra vrednost AUC, §to potvrduje prodor levofloksacina u tkiva. Ipak, koncentracije u
misicu su oko 20% nize nego u plazmi Cak i1 nakon korekcije za vezivanje za proteine, Sto

pokazuje da su u prodor levofloksacina u tkivo ukljuceni i efluks transporteri, jer bi u slucaju
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prolaska isklju¢ivo difuzijom, postojao kompletan ekvilibrijum izmedu slobodnih
koncentracija u plazmi i tkivu. Vrednost klirensa levofloksacina izraCunata na osnovu
koncentracija izmerenih u uzorcima mikrodijalize znacajno je ve¢a nego ona odredena u
plazmi, $to je povezano sa ¢injenicom da su u miSi¢u odredivane samo slobodne koncentracije
levofloksacina, a u plazmi ukupne. Kako prilikom eliminacije leka dolazi do eliminacije samo
slobodne frakcije, o¢ekivano je da su parametri eliminacije razli¢iti kada se posmatraju ukupna
i slobodna frakcija levofloksacina. Konzistentno, vreme zadrzavanja u misi¢u (MRT) je krace

nego u plazmi.

Prvi podaci o distribuciji levofloksacina u misi¢ dolaze iz istrazivanja na pacijentima sa sepsom
[127], gde su uporedene ukupne koncentracije u plazmi, korigovane na nivo slobodnih sa
pretpostavkom vezivanja za proteine od 35%, sa slobodnim koncentracijama u intersticijalnom
tkivu misica. Odnos AUCnisico-8/ AUCplazmao-s 1znosio je 0,85, §to je u skladu sa rezultatima
naSeg ispitivanja. U prostati pacova, nakon intravenske primene, odnos AUCkivo/AUCplazma
iznosi 78% [91], dok u tkivu pankreasa dolazi do kompletnog ekvilibrijuma sa faktorom
distribucije u tkiva od 97% [107]. Vrednosti dobijene za proseéno vreme koje lek provede u
plazmi i misi¢u su iznosile izmedu 4,5 i 5 ¢asova, §to je uporedivo sa rezultatima iz literature.
Nakon intravenske primene levofloksacina u dozi od 7 mg/kg, vreme zadrZzavanja u plazmi
iznosilo je 6,1 [91], odnosno 5,9h+0,8 h [212]. Analizom koncentracija levofloksacina u
homogenatima tkiva i uzorcima fecesa i urina, pokazano je da se u toku 7 ¢asova, oko 20%
unete doze izlucilo urinom nepromenjeno, a deo unesenog levofloksacina se nije resorbovao
nakon peroralne primene, postizu¢i visoke koncentracije u fecesu. Koncentracije u mozgu bile
su nize nego u drugim tkivima, pokazuju¢i ograni¢en prodor levofloksacina kroz krvno-
mozdanu barijeru zdravih pacova. Za fluorohinolone fleroksacin, norfloksacin i ofloksacin
pokazano je da su koncentracije u mozgu znacajno niZe nego u plazmi, Sto ukazuje na

postojanje efluks mehanizama. Levofloksacin je prema in vitro podacima iz literature, supstrat
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za P-GP, jedan od transportera vaznih za prodor ksenobiotika kroz krvnomozdanu barijeru
[213]. Nakon intravenske primene levofloksacina u dozama ekvivalentnim humanim dozama
od 500, 750 i 100 mg, koncentracije levofloksacina u mozgu odgovarale su oko polovini
koncentracije koja se postiZze u plazmi [214], na modelu streptokoknog meningitisa kod zeceva.
Inflamacija dovodi do povecane propustljivosti krvnomozdane barijere, tako da je kod zdravih
zivotinja ocekivano da koncentracije izmerene u mozgu budu nize. P-GP je dobro poznati
ABC-transporter koji transportuje Siroki opseg supstrata kroz ekstra- i intracelularne
membrane. Prodiranje fluorohinolona u tkiva posredovano je aktivnim transportom, a brojne
studije su dokazale da je ograni¢enost prodora fluorohinolona u razlicita tkiva posledica
ekspresije razli¢itih efluks transportera, ukljucujuci P-GP. Sposobnost P-GP da ogranici tkivne
i intracelularne koncetracije lekova najbolje je opisana kod malignih bolesti, gde njegova
pojacana ekspresija na povrsini tumorskih ¢elija dovodi do izbacivanja antitumorskih lekova
[113]. Dostupni podaci u literaturi o konkomitantnoj primeni inhibitora P-GP i fluorohinolona
daju uvid u ulogu P-GP u transportu fluorohinolona. Administracija ciklosporina zajedno sa
grepafloksacinom 1 levofloksacinom, dovodi do spreCavanja sekrecije ovih lekova u
gastrointestinalni trakt putem P-GP [20]. Takode, kako bakterije poseduju Sirok spektar
razli¢itih efluks transportera, od kojih pojedini pokazuju strukturne slicnosti sa ABC
transporterima na eukariotskim ¢elijama, Lajtner i saradnici su ispitivali aktivnost tarikvidara,
visokoselektivnog P-GP inhbitora, u kombinaciji sa ciprofloksacinom kod sojeva S. aureus.
Dodavanje tarikvidara dovelo je do desetostrukog smanjenja vrednosti minimalnih inhibitornih
koncentracija ciprofloksacina [215]. Vazno je napomenuti da uticaj P-GP na prodor
levofloksacina in vivo nije u potpuno razjasnjen, uprkos brojnim in vitro studijama koje

ukazuju na ukljuc¢enost P-GP u distribuciju levofloksacina.

Nakon primene daidzeina u vidu suspenzije per os putem, izmerene su koncentracije u plazmi

1 miSi¢u, kao i homogenatima tkiva, a rezultati jasno ukazuju da nakon peroralne primene
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farmakokinetika daidzeina nije linearna. Nakon primene daidzeina u 3 rastuce doze, ne dolazi

do proporcionalnog povecéanja vrednosti AUC, §to je u skladu sa podacima iz literature [216].

Nakon primene daidzeina u vidu suspenzije intravenski (20 mg/kg) i intraperitonealno (50
mg/kg) kod pacova, pokazano je da povecanje intravenske doze za 34 puta, dolazi do poveéanja
AUC za svega 5 puta. Umesto o¢ekivanog dvostrukog porasta vrednosti AUC sa dvostrukim
porastom doze, primecuje se nelinearna veza. Podaci iz klini¢ke primene daidzeina, kod
zdravih premenopauzalnih Zena, ukazuju da je bioraspolozivost daidzeina niska, a
farmakokinetika nelinearna, nakon primene u pojedina¢noj [198], a i u ponovljenim dozama
[217]. Maksimalne koncentracije koje daidzein postize u plazmi (0,2 pg/ml do 0,4 pg/ml),
nakon primene u dozama od 1,9 do 5,7 pg/ml, uporedive su sa rezultatima prethodnih
ispitivanja. Nakon primene daidzeina kod pacova peroralno u dozi od 10 mg/kg, vrednost Cmax
iznosila je 1,35 pg/ml [218]. ZabeleZene su velike interindividualne razlike u koncentraciji
daidzeina u homogenatima tkiva, uzorcima urina i fecesa. Koncentracije u fecesu su takode
bile visoke, ukazuju¢i da se najverovatnije daidzein nepotpuno resorbovao iz
gastrointestinalnog trakta ili se izlu¢io nepromenjen putem Zuci. Poznato je da je zasicenje
transportera ograni¢avajuci faktor za bioraspolozivost daidzeina [198], a takode, glavi put
eliminacije daidzeina je upravo ekskrecija neizmenjenog leka putem fecesa [219].
Koncentracije u urinu ukazuju da i kinetika renalne eliminacije nije linearna. Vazno je
napomenuti, da se manji deo daidzeina izlucuje urinom neizmenjen, a veci u vidu glukuronid i
sulfat konjugata, [219], c¢ije koncentracije nisu odredivane. Takode, Cinjenica da su
koncentracije daidzeina u urinu nakon primene u najvisoj ispitivanoj dozi (5,7 mg/kg) bile nize
nego nakon primene u nizim dozama moZe se objasniti znaCajno duzim poluvremenom
eliminacije odredenim za tu grupu zivotinja, samim tim i manjim koli¢inama izluCene
supstance. U plu¢ima nisu uocene merljive koncentracije daidzeina, §to je i ranije pokazano.

Prema podacima iz literature, daidzein nakon primene u suspenziji najviSe izmerene
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koncentracije postize u masnom tkivu i u bubregu [216], a koncetracije u plu¢ima nisu merljive.
Mikrodijaliza, prema dostupnim podacima, nije do sad primenjena za uzorkovanje i posledi¢no
odredivanje slobodnih koncentracija daidzeina u miS$icu, ali je primenjena za odredivanje
prodora daidzeina u centralni nervni sistem pacova, potvrduju¢i mogucnost primene ove
metode za ispitivanja tkivne farmakokinetike jedinjenja prirodnog porekla. Nakon intravenske
primene tradicionalnog leka od korena biljke Pueraria lobata, bogatog izoflavonima, odredena
je farmakokinetika u cerebrospinalnoj te¢nosti i plazmi pacova, nakon implantacije
mikrodijaliznih katetra u jugularnu venu i laterarnu mozdanu komoru [220]. Prose¢ne
koncentracije daidzeina u plazmi su iznosile 1,54 pg/mL, a Cmax u mozgu iznosio je od 74,34

ng/mL i postiZe se nakon 0.5-0.8 h, ukazujuéi na brz prodor daidzeina u centralni nervni sistem.

U cilju ispitivanja uticaja daidzeina na farmakokinetiku levofloksacina u plazmi i tkivima,
primenjen je daidzein u rastu¢im dozama konkomitantno sa levofloksacinom, paralelno su
odredivane koncentracije levofloksacina u plazmi i uzorcima mikrodijalizata a na kraju odgleda

u homogenatima tkiva, urinu i fecesu.

Uticaj daidzeina na prodor levofloksacina kroz membrane uocen je i u in vitro PAMPA testu,
Ciji rezultati pruzaju jedno od moguéih objaSnjenja primecene farmakokinetske interakcije.
PAMPA je metoda koja sluzi kao model pasivne difuzije, u gastrointestinalnom traktu, preko
krvno-mozdane barijere ili kroz samu ¢elijsku membranu. Drugi faktori poput paracelularnog
transporta, aktivnog transporta i efluksa ne mogu biti odredeni primenom PAMPA metode.
Rezultati PAMPA ispitivanja klasifikuju supstance kao nisko i visoko permeabilne, gde
Papp indeks < 1,5 x 10%cm/s oznacdava nisko, a Papp > 1,5 x 10%cm/s visoko permeabilne
supstance. Prema ovoj granici, levofloksacin spada u visoko permeabilne supstance, a daidzein
dodatno povecava prodor levofloksacina kroz membranu. Ipak, vazno je napomenuti da kao

Sto je ve¢ spomenuto, PAMPA model daje uvid u prolazak kroz membrane pasivnom difuzijom
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i ne ukljucuje ulogu transportera, koji su u in vivo sistemima jedan od klju¢nih faktora za
prolazak levofloksacina kroz membrane [221]. Vazno je napomenuti da je PAMPA metodom
iskljuCena interakcija izmedu daidzeina i levofloksacina koja bi potencijalno dovodila do
smanjene apsorpcije levofloksacina iz gastrointestinalnog trakta. Daidzein je ubrzao prolaz

levofloksacina kroz membrane, ali ta razlika nije bila statisticki znacajna.

Na osnovu odredivanja koncentracija levofloksacina u plazmi nakon primene samostalno i u
kombinaciji sa daidzeinom, izra¢unate vrednosti konstante eliminacije kod grupe koja je
primila levofloksacin u kombinaciji sa daidzeinom u najnizoj dozi (D1LVX) bile su statisticki
znacajno vece u odnosu na grupe koje su primile samo levofloksacin (LVX, p=0,007) i
levofloksacin i daidzein u srednjoj dozi (D2LVX p=0,05). Vrednosti poluvremena eliminacije
kod grupe koja je primila daidzein u najnizoj dozi (D1LVX) bile su statisticki znacajno nize u
odnosu na grupu koja je primila samo levofloksacin (LVX, p=0,0027). Vrednosti tmax kod
grupe koja je primila samo levofloksacin bile su statisticki znacajno niZze u odnosu na grupu
koja je primila levofloksacin u kombinaciji sa daidzeinom u najnizoj (p=0,036) i srednjoj dozi
(p=0,011). Daidzein je produzio vreme do postizanja maksimalnih koncentracija i ubrzao
eliminaciju levofloksacina iz plazme, $to je primeceno po vecoj vrednosti tmax, konstante
eliminacije i manjeg vremena polueliminacije kod zivotinja tretiranih kombinacijom
levofloksacina i daidzeina. Vazno je napomenuti da ovaj efekat nije bio dozno zavistan.
Prose¢ne koncentracije u plazmi bile su nize kod grupa Zivotinja tretiranih kombinacijom

daidzeina i levofloksacina u odnosu na levofloksacin samostalno.

Na osnovu odredivanja slobodnih koncentracija levofloksacina u intersticijalnoj tecnosti
popre¢no-prugastog misi¢a samostalno i nakon primene sa rastu¢im dozama daidzeina,
pokazano je da daidzein uti¢e na tkivnu farmakokinetiku levofloksacina.Vrednosti konstante

eliminacije kod grupe koja je primila samo levofloksacin u kombinaciji sa daidzeinom u
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srednjoj dozi (D2LVX) bile su statisticki znacajno vise u odnosu na grupe koje su primile samo
levofloksacin (LVX, p=0,008) i kombinaciju levofloksacina i daidzeina u najvisoj (D3LVX,
p=0,002) dozi. Vrednosti poluvremena eliminacije kod grupe koja je primila samo
levofloksacin (LVX) bile su statisticki znacajno nize u odnosu na grupu koja je primila
levofloksacin u kombinaciji sa daidzeinom u srednjoj dozi (D2LVX, p<0,001) i statisti¢ki
znacajno vise u odnosu na grupu koja je primila kombinaciju levofloksacina i daidzeina u
najnizoj dozi (DILVX, p=0,006). Vrednosti vremena do postizanja maksimalnih koncentracija
u plazmi takode su se razlikovale medu ispitanim grupama. Vrednosti tmax Kod grupe koja je
primila samo levofloksacin bile su statisticki znac¢ajno nize u odnosu na grupu koja je primila
levofloksacin u kombinaciji sa daidzeinom u najnizoj (p=0,036) i srednjoj dozi (p=0,011).
Primeéene su 1 statisticki znacajne razlike u maksimalnim kocentracijama postignutim U
intersticijalnoj tecnosti miSia. Grupa koja je primila levofloksacin u kombinaciji sa
daidzeinom u najvi$oj dozi (D3LVX) imala je statisticki znacajno vise vrednosti Cmax U 0dnosu
na grupu Zivotinja koja je primila sam levofloksacin (LVX, p=0,021). Isto je primeceno i za
vrednosti povrsine ispod krive koncentracija-vreme (AUCo.7), gde su vrednosti AUCo.7 bile
statisti¢ki znacajno viSe u grupi D3LVX u odnosu na grupu koja je primila Cist levofloksacin
(p=0,032). Vrednosti klirensa su bile statisticki znacajno viSe u grupi koja je primila
levofloksacin u kombinaciji sa daidzeinom u srednjoj dozi (D2LVX) u odnosu na grupu koja
je primila levofloksacin u kombinaciji sa daidzeinom u najvisoj dozi (D3LVX, p=0,012).
Dakle, u misic¢u, za kombinaciju daidzeina u najnizoj i srednjoj dozi, uticaj na eliminaciju bio
je identi¢an plazma profilu, a kod grupe koja je primila daidzein u najviSoj dozi zajedno sa
levofloksacinom, primecena je usporena eliminacija. Vreme do postizanja maksimalnih
koncentracija bilo je produzeno primenom levofloksacina u kombinaciji sa daidzeinom, a
daidzein primenjen u najvisoj dozi doveo je do znacajnog povecanja vrednosti Cmax 1 povrsine

ispod krive koncentracija-vreme. U najvisoj primenjenoj dozi, daidzein je doveo po poveéanog
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prodora levofloksacina u mi$i¢no tkivo pacova. Prose¢ne slobodne koncentracije izmerene u
misic¢u su takode bile vise kod grupe koja je primila kombinaciju daidzeina u najviSoj dozi i
levofloksacina nego kod grupe koja je primila samo levofloksacin, Sto dodatno potvrduje uticaj
daidzeina na prodor u tkivo miSica. Ipak, ukupne koncentracije u miSi¢u se nisu statisticki
znacajno razlikovale, §to ponovo potvrduje znacaj primene mikrodijalize, koja nam dozvoljava
uvid u farmakoloski aktivne, slobodne nivoe leka, dok analiza koncentracija leka tkivnih
homogenata pruza informacije o nivoima leka u svim kompartmanima tkiva koje je podvrgnuto
analizi. Kako su koncentracije levofloksacina u plazmi bile niZze nakon konkomitante primene
sa daidzeinom, a slobodne koncentracije u misicu viSe, ova pojava se moze objasniti
povecanom difuzijom levofloksacina iz vaskularnog korita u intersticijalno tkivo, §to odgovara
rezultatima in vitro PAMPA ispitivanja. Jedino slobodna frakcija leka je podlozna prolasku
kroz membrane pasivnom difuzijom, tako da uticaj daidzeina koji je pokazan na PAMPA
modelu potencijalno moze da objasni vece slobodne koncentracije u misic¢u, uprkos ¢injenici

da nije bilo razlika u ukupnim koncentracijama leka u homogenatima tkiva.

Koncentracije levofloksacina u fecesu su bile zna¢ajno vise kod zivotinja koje su primile
kombinaciju daidzeina i levofloksacina. Koncentracije u urinu su bile statisticki znacajno niZe
kod Zivotinja tretiranih kombinacijom daidzeina i levofloksacina, §to pokazuje da je daidzein
produzio zadrzavanje levofloksacina u organizmu pacova. Kako je u PAMPA ispitivanju
pokazano da daidzein ubrzava pasivnu difuziju levofloksacina kroz membrane, primecena
interakcija najverovatnije je posredovana uticajem daidzeina na transportere. Transporteri koji
uticu na apsorpciju levofloksacina iz intestinalnog lumena i ekskreciju putem bubrega
ukljucuju transportere iz porodice OATP. OATP transporteri koji su najbolje istrazeni
pripadaju porodici 1, koji kod ljudi sadrze transportere OATP1A2, OATP1B1, OATP1B3 i
OATPICI. Humani OATP transporteri kod glodara imaju viSe analoga — transporteru

OATP1A2 odgovaraju Oatplal, Oatpla3 (samo kod pacova), Oatplad, Oatpla5 i Oatpla6.
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Humani transporteri OATP1B1 i OATP1B3 odgovaraju transporteru Oatplb2 kod glodara
[222]. OATP1A2 igra klju¢nu ulogu u apsorpciji, distribuciji i ekskreciji ksenobiotika. Prema
literaturnim podacima, levofloksacin je supstrat za OATP1A2 transporter [223, 224].
OATP1A2 je lokalizovan na membrani enterocita u duodenumu gde posreduje apsorpciju
ksenobiotika [225]. U jetri, OATP1A2 je lokalizovan u holangiocitima, gde dovodi do
reapsorpcije lekova iz zuCi. U bubrezima, ovaj transporter je eksprimovan na apikalnoj
membrani distalnog nefrona, gde dovodi do sekrecije ksenobiotika u urin [226]. Sastavni je
deo 1 luminalne membrane endotelnih Celija kapilara mozga. Farmakokinetska interakcija
izmedu daidzeina i1 levofloksacina ide u prilog inhibitornom uticaju daidzeina na OATP
transportere. Prema literaturnim podacima, flavonoidi iz hrane i biljnih lekova mogu da uticu
na aktivnost enzima odgovornih za metabolizam lekova 1 transportera, stupaju¢i u
farmakokinetske interakcije sa konvencionalnim lekovima [181, 227]. lzoflavoni mogu
inhibisati transportere iz ABC, OAT, OTC i OATP porodice. Vise izoflavona i metabolita
izolovanih iz soje pokazuje snazno inhibitorno dejstvo na OATP2BI1 transporter [228], a sli¢ne
efekte pokazuje i ekstrakt soje [229]. Rezultati in silico ispitivanja potencijala levofloksacina
1 daidzeina da se ponaSaju kao supstrati i inhibitori za razli¢ite transportere, pokazali su da je
levofloksacin supstrat, a daidzein inhibitor za BRCP protein. BCRP je protein koji u¢estvuje u
intestinalnoj apsorpciji fluorohinolona. Takode je ukljucen u aktivan transport ciprofloksacina
iz krvi u bilijarni trakt [230] i mleko, $to je potvrdeno eksperimentima na Berpl / miSevima,
gde su primecene znacajno nize koncentracije u zuci i mleku u odnosu na kontrolnu grupu
zivotinja sa fizioloskom ekspresijom ovog transportera [117, 231]. Inhibicija BCRP proteina
je jos jedan od moguc¢ih mehanizama odgovornih za povecanje koncentracija levofloksacina u
fecesu zivotinja tretiranih daidzeinom. Podaci iz literature pokazuju da su izoflavoni iz soje,

genistein i daidzein supstrati za BCRP [232]. Ispitivanja na ¢elijskim kulturama pokazala su
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da 1 genistein 1 daidzein inhibiSu aktivnost BCRP, smanjujuci sekreciju danofloksacina na

MDKC éelijskoj liniji [233].

Primena lekova i supstanci prirodnog porekla u kombinaciji moze dovesti do lekovima
izazvanog oStecenja jetre i bubrega, koje ima veliki klini¢ki znacaj, usled ozbiljnih posledica
po zdravlje i poteskoca pri otkrivanju 1 dijagnostikovanju. Stoga, pored ispitivanja
farmakokinetike levofloksacina i daidzeina, takode je ispitan i uticaj primene ovih supstanci na
funkciju jetre i bubrega. Od biohemijskih pokazatelja funkcije jetre u serumu odredivane su
enzimske aktivnosti aspartat aminotransferaze (AST), alanin aminotransferaze (ALT) i gama-
glutamil transferaze (GGT), kao i koncentracije ukupnog i konjugovanog bilirubina.
Aminotransferaze su nespecificni pokazatelji oSteCenja jetre. AST-a ima najviSe u jetri,
sréanom misicu, a manje u mozgu, bubrezima, pankreasu, plu¢ima i drugim organima. Enzim
je u Celijama prisutan u dva izoenzimska oblika, lokalizovana u citoplazmi (AST1) i
mitohondrijama (AST2) [234]. Aktivnosti enzima u tkivima su viSestruko vece nego u serumu,
stoga u procesima gde dolazi do lezija na tkivima bogatih AST-om dolazi do izlaska enzima iz
tkiva u serum 1 posledicnog povecanja serumskih vrednosti. ALT je enzim cije poviSene
vrednosti ukazuju na akutno oStecenje jetre. ALT, kao i AST, igra ulogu u metabolizmu, a
najzastupljeniji je u jetri, skeletnim misSi¢ima, bubrezima, pankreasu i dr. Osetljiviji je marker
za akutno ostecenje jetre u odnosu na AST, jer je to citoplazmatski enzim za koji i pri manjim
oste¢enjima celija jetre pracenim povecanom propustljivoséu celijske membrane primetan
porast aktivnosti ovog enzima u serumu. Zajednicka primena daidzeina i levofloksacina nije
imala negativan uticaj na biohemijske parametre toksi¢nosti. Grupe Zivotinja koje su primile
daidzein u tri rastue doze zajedno sa levofloksacinom, nisu imale statisti¢ki znacajno vise
vrednosti biohemijskih parametara funkcije jetre i bubrega. Od parametara funkcije bubrega
odredene su koncentracije ureje i kreatinina u serumu pacova. Kreatinin je mali molekul koji

nastaje kao posledica razgradnje kreatinin fosfata u miSi¢ima koji moze da posluzi kao
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funkcionalni marker akutnog oStecenja bubrega, ali brojni faktori uti¢u na njegove vrednosti
pored same bubrezne funkcije. Urea je organsko jedinjenje koje igra vitalnu ulogu u
metabolizmu jedinjenja koja sadrze azot, ¢ije poviSene vrednosti u serumu mogu ukazati na
oStecenje bubrezne funkcije. Ipak, nijedan od ovih markera nije dovoljno precizan da bi se
usled neizmenjenih vrednosti sa visokom sigurnos¢u mogla iskljuciti moguénost osStecenja
bubrega posredovanog lekovima, stoga su uradena i histoloSka ispitivanja uzoraka tkiva
bubrega. Histoloski pregled uzoraka tkiva moZe wukazati na histoloske, odnosno
mikromorfoloske promene na hepatocitima, koje se posledi¢no odraZavaju na remecenje
brojnih funkcija jetre, uklju¢ujuéi i ulogu u metabolickim i detoksikacionim procesima.
Ostecenje jetre posredovano primenom lekova najéesce se ispoljava u vidu degenerativnih i
reaktivnih zapaljenjskih promena, koje ukljucuju portalnu inflamaciju, periportalnu nekrozu,
fibrozu, promene na zu¢nim kanali¢ima, infiltrat i dilataciju sinusoida, apoptoti¢na telasca,
intravaskularna trombozu, stazu, kao i izmene na jedrima poput anizocitoze, anizonukleoze,
vakuolizacije nukleusa i drugo [235, 236]. Na bubrezima, neke od promena koje su indikativne
za oStecenje posredovano lekovima su kongestija, inflamacija, tubularna apoptoza, dilatacija
tubula, fibroza i oStecenje glomerula [237]. Nijedna od navedenih promena nije zabeleZena u
trenutnom istraZivanju. Histoloskim pregledom nije primecena izmena tkivne arhitektonike
jetre i bubrega kod Zivotinja tretiranih daidzeinom u rastu¢im dozama i levofloksacinom
samostalno, niti u kombinaciji. Ovi rezultati su ocekivani, jer je bezbednost kratkotrajne
primene daidzeina i ranije potvrdena, sa NOAEL (eng. No Observed Adverse Effect Level)
preko 5000 mg/kg, izostajanjem negativnog uticaja na hematoloske, biohemijske i
histopatoloske parametre toksic¢nosti, i in silico predikcijama rizika od akute toksi¢nosti koje
klasifikuju daidzein kao jedinjenje sa niskim ili potpunim izostankom rizika akutne toksi¢nosti

[238, 239].
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Daidzein je uticao na osetljivost bakterija na levofloksacin, dovode¢i do smanjenja vrednosti
MIK i sinergistickog dejstva prema rezultatima eksperimenata sprovedenim metodom
modifikovane Sahovske ploce. Metoda Sahovske ploce je jedna od in vitro metoda ispitivanja
sinergizma kombinacija antibiotika ili antibiotika i drugih supstanci sa potencijalnim
antimikrobnim dejstvom. Cilj ispitivanja sinergizma je da se odredi da li je efekat dve supstance
u kombinaciji ve¢i od prostog kumulativhog pojedinacnog efekta ispitivanih supstanci.
Kombinacija moze da se ponasa aditivno, gde je efekat jednak prostoj sumi pojedinacnih
efekata supstanci, ili sinergisticki, gde je efekat kombinacije veéi od prostog zbira pojedinac¢nih
efekata. Metoda Sahovske ploce takode moze identifikovati 1 kombinacije koje se ponaSaju
antagonisticki [240]. Daidzein je doveo do smanjenja vrednosti MIK levofloksacina za 4 do 8
puta kod sojeva E. coli. Takode je uticao na MIK za MRSA, dovodec¢i do Cetvorostrukog
smanjenja vrednosti. Kod osetljivog soja P. aeruginosa, levofloksacin je doveo do dvostrukog

smanjenja vrednosti MIK.

Efekat primecen na smanjenje vrednosti MIK levofloksacina u dodatku daidzeina u skladu je
sa podacima iz literature. Daidzein (16 mg/l) je ispoljio sinergisticko dejstvo sa karbenicilinom
i levofloksacinom, na soju P. aeruginosa sa FIK indeksom od 0,27 i bakterijom E. coli sa FIK
indeksom od 0,13 [179]. Nakon identifikacije sinergizma, primenom testa sa etidijum
bromidom pokazano je da je modifikacija osetljivosti bakterija na levofloksacin posledica
inhibicije EP. Daidzein je povecao intracelularnu akumulaciju EP supstrata, etidijum bromida,
u bakterijskim ¢elijama. U ispitivanju interakcije izoflavona soje, sa simbiotskom bakterijom
Bradyrhizobium japonicum koja naseljava korenje ratlic¢itih biljaka, pokazano je da daidzein
utiCe na ekspresiju gena za MDR efluks pumpe [242]. Daidzein (60 pg/ml) doveo je
Cetvorostrukog smanjenja vrednosti MIK za S. aureus sa pojac¢anom ekspresijom NorA efluks
pumpe [243]. Nasuprot tome, u ispitivanju uticaja epigalokatehin galata, berberina, daidzeina,

kurkumina i geraniola na antibiotski efekat 4-metoksibenzaldehida na P. aeruginosa, pokazano

~ 129~



je da daidzein ne uti¢e na vrednosti MIK za 4-metoksibenzaldehida [244]. Poznato je da su
rezultati ispitivanja antibakterijskih efekata fenola ¢esto neusaglaseni, najverovatnije usled
razlika u metodologiji rada kao i usled genetskih razlika u ispitivanim sojevima. Metoda
Sahovske ploc¢e ima svoje nedostatke u poredenju sa vremenskim serijama ubijanja bakterija
(eng. time-kill assays, TKA), koje dozvoljavaju kvantitativno poredenja broja kolonija u
funkciji vremena [241]. Metoda Sahovske ploce izlaze bakterije razli¢itim, ali fiksnim
koncentracijama antibiotika, $to ne odgovara fizioloSkim uslovima gde koncentracije
antibiotika fluktuiraju. S obzirom na rezultate dobijene odredivanjem frakcionih inhibitornih
koncentracija, sledec¢i korak bi bilo ispitivanje primenom TKA, posebno za sojeve gde je

primecen najizrazeniji sinergizam.

Daidzein u najvi$oj dozi doveo je do povecanja AUC i Cmax u miSicu, i posledi¢no do
povecanja vrednosti FK/FD parametara povezanih sa efikasnoséu levofloksacina. Kada se u
racunicu ukljuci i efekat na smanjenje vrednosti MIK, primecena pojava je jos izraZzenija. Kroz
uticaj na smanjenje vrednosti MIK za levofloksacin, daidzein dovodi do povecanja vrednosti
FK/FD indeksa povezanih sa terapijskom efikasnos¢u fluorohinolona. Kao S$to je veé
spomenuto, visoke koncentracije na mestu infekcije su od kritiénog znacaja za fluorohinolone
[32]. Vrednost Cmax /MIK > 10 [32] i tAUC/MIK od 125h koju su utvrdili Forest i saradnici
[42] opste su prihvacene kao one koje koreliraju sa terapijskom efikasnos¢u. U kombinaciji sa
daidzeinom, vrednosti FK/FD indeksa su veée nego samostalno odredene za levofloksacin, a u
najvisoj primenjenoj dozi, daidzein povecava vrednosti AUC/MIK u miSi¢u iznad granice
efikasnosti i za sojeve gde su odredene vrednosti FK/FD indeksa nakon primene levofloksacina
samostalno bile neadekvatne. Rezultat je posledica uticaja daidzeina na farmakokinetiku
levofloksacina, kroz povecéanje slobodnih koncentracija levofloksacina u intersticijumu tkiva,
ali 1 uticaja na smanjenje vrednosti MIK za levofloksacin u dodatku daidzeina. Povecanje

slobodne, farmakoloski aktivne frakcije levofloksacina u tkivima nakom primene u
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kombinaciji sa daidzeinom, zajedno sa primec¢enim uticajem daidzeina na MIK, pokazuje da je
daidzein supstanca koja zasluzuje dalja ispitivanja u pravcu razvoja dopunskih terapijskih
opcija za infekcije izazvane rezistentnim bakterijama. Vazno je napomenuti da je
ogranicavaju¢i faktor za mogucénost klinicke primene daidzeina kao efluks inhibitora visoka
interindividualna varijabilnost u farmakokinetici. lako je daidzein postigao merljive
koncentracije u misi¢u, zabelezene su razlike medu Zzivotinjama, a farmakokinetika nije
linearna, odnosno koncentracije u misic¢u se nisu proporcionalno povecavale nakon peroralne
primene. Stoga, da bi se omogucilo da se efekti daidzeina kao efluks inhibitora mogu iskoristiti
za klini¢ku primenu, potrebno je razviti nove formulacije koje dozvoljavaju postizanje visokih
koncentracija daidzeina na mestu infekcije uz zaobilazenje crevne mikroflore i posledi¢nog
metabolisanja. Jedna od mogucénosti bi bila parenteralna primena, ali problem je $to intravenski
nacin primene lekova nije pogodan za vanbolnicke uslove, ima viSu cenu i1 po pravilu je
rezervisan za teSke infekcije koje zahtevaju hospitalizaciju. Transdermalni putevi primene
lekova mogu predstavljati alternativu per os primeni, uz postizanje visokih sistemskih
koncentracija sa istovremenim zaobilazenjem gastrointestinalnog trakta [245]. Lekovi za
trasndermalnu primenu se lako nanose, pogodni su za primenu i kod osoba koje imaju
poteskoce sa unoSenjem klasi¢nih ¢vrstih per os formulacija, a za razliku od parenteralne
primene lekova, ne zahtevaju obuceno zdravstveno osoblje, i konformniji su za pacijente.
Takode, kako se transdermalnim oblikom leka postizu stabilne koncentracije leka u sistemskoj
cirkulaciji, bez potrebe za ucestalim doziranjem kao kod per os primene, stepen komplijanse
bi trebalo da bude visi nego kod standardnih formulacija [246]. Takode, kako su metaboliti
daidzeina strukturno sli¢ni, takode mogu posedovati potencijal za modifikaciju aktivnosti

efluks pumpi, sto zahteva dodatna ispitivanja.

Monte Karlo simulacija primenjena je da se odredi procenat simulirane kohorte pacijenata koja

postize ciljanu vrednost odredenog FK/FD indeksa pri razli¢itim doznim reZimima
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levofloksacina (PTA, eng. probability of target attainment). Rezultati Monte Karlo simulacije,
gde je simulirana kohorta kriti¢no obolelih pacijenata, pokazali su da ¢ak i u maksimalnoj
primenjenoj dozi, levofloksacin ne postize ciljane vrednosti AUC/MIK za sve bakterije koje bi
prema antibiogramu bile klasifikovane kao osetljive na levofloksacin (MIK < 2 pg/ml). Ovaj
rezultat je najverovatnije posledica povecanog klirensa leka kod kriticno obolelih pacijenata,
usled povecane potrebe za primenom rastvora za nadoknadu tecnosti 1 hiperdinamskog stanja
organizma. lako prema EUCAST smernicama, standardne disk difuzione metode klasifikuju
sve bakterije sa MIK<2 pg/ml kao osetljive na levofloksacin, primecuje se da kod kriti¢éno
obolelih pacijenata, nijedan od simuliranih doznih reZima ne postize ciljane vrednosti
AUC/MIK za bakterije na granici osetljivosti. Ve¢ za bakterije sa MIK >0,5 pg/ml, samo
levofloksacin u najvi$oj primenjenoj dozi dovodi do ekspozicije kojom se postizu vrednosti
AUC/MIK > 87h kod vise od 80% simulirane kohorte od 2000 pacijenata. Pojava izostanka
efikasnosti pri primeni uobiéajenih doza i doznih rezima levofloksacina kod kriti¢no obolelih
pacijenata i ranije je pokazana. U istrazivanju gde je ispitana verovatnoca postizanja ciljane
vrednosti AUC24/MIK kod kriti¢no obolelih pacijenata na hemodijalizi, nijedan od standardnih
doznih rezima levofloksacina ne postize vrednosti ve¢e od ~90 % PTA za infekcije izazvane
P. aeruginosa sa vrednostima MIK iznad 1 i 2 pg/ml [247]. Doze potrebne da se postigne
terapijski odgovor kod najveCeg broja kriticno obolelih pacijenata, visoko su iznad
maksimalnih dozovoljenih. Istrazivanje koje je simulacijom farmakokinetike levofloksacina,
ceftarolina i ceftriaksona na kohorti pacijenata obolelih od vanbolni¢ke pneumonije odredivalo
verovatnocu postizanja ciljanih vrednosti FK/FD indeksa, utvrdilo je da su vrednosti PTA za
levofloksacin ispod 90% i za bakterije ispod granice osetljivosti po EUCAST/CLSI
standardima [248]. S obzirom na distribuciju MIK u ispitanim sojevima u nasem istrazivanju,
jasno je da je moguce da Cak i kod bakterija kod kojih rezultati antibiograma idu u prilog

primeni levofloksacina, usled izmena u farmakokinetici i izrazenom klirensu leka, moze do¢i
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do izostanka terapijskog odgovora kod kriti¢no obolelih pacijenata. Primena metoda simulacije
bi mogla identifikovati pacijente kod kojih je usled potencijalno izmenjene farmakokinetike
levofloksacina, pored odredivanja antibiograma potrebno odrediti i vrednosti MIK, a koji su
takode 1 kandidati za terapijsko odredivanje nivoa leka, u slucaju postojanja tehnickih
mogucnosti. Za adekvatan terapijski odgovor kod pacijenata gde postoji visoka varijabilnost u
farmakokinetici antibiotika neophodan je personalizovan terapijski pristup, baziran na
poznavanju i razumevanju prinicipa farmakokinetike i farmakodinamike antibiotika i na¢ina
na koji kompleksna interakcija izmedu izazivaca infekcije, domacina i izabranog leka uti¢e na

ishod lecenja antibioticima.
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata mozemo zakljuciti da je mikrodijaliza metoda koja se uspesno
moze koristiti za uzorkovanje intersticijalne te¢nosti poprecno-prugastog misi¢a, kako za
antibiotike, tako 1 za jedinjenja prirodnog porekla, konkretno daidzein, §to je po prvi put

pokazano u ovom istrazivanju.

Nakon peroralne primene, uzorkovanja plazme i primene mikrodijalize, pokazano je da se
daidzein distribuiSe u misi¢no tkivo, sa indeksom distribucije u tkiva od 0,35. Koncentracije
daidzeina u tkivu mi$i¢a nakon peroralne primene nisu dovoljno visoke da bi se garantovano
postigla modifikacija osetljivosti bakterija na levofloksacin, stoga su potrebna dalja
istrazivanja u pravcu razvoja naprednih formulacija kojima bi se obezbedile visoke

koncentracije daidzeina na mestu infekcije.

Daidzein je uticao na farmakokinetiku levofloksacina u plazmi, intersticijalnom tkivu misica
kao i u homogenatima tkiva. Daidzein je doveo do povecanja slobodnih koncentracija
levofloksacina u mi$i¢u, mozgu, smanjio izlu¢ivanje levofloksacina u urin i doveo do
povecanja koncentracija levofloksacina u fecesu. Primecena interakcija najverovatnije je
posledica uticaja daidzeina na transportne proteine ukljucene u apsorpciju, distribuciju i
ekskreciju levofloksacina, jer je primenom PAMPA metode, isklju€ena moguénost interakcije
daidzeina i levofloksacina na nivou pasivne difuzije. Takode, Cinjenica da ne dolazi do
potpunog ekvilibrijuma izmedu slobodnih koncentracija levofloksacina u plazmi 1 miSicu,
potvrduje ukljucenost drugih mehanizama sem pasivne difuzije u proces distribucije

levofloksacina.

~ 134~



Zajednicka primena daidzeina i levofloksacina nije imala negativan uticaj na biohemijske i
histoloske parametre toksi¢nosti. Nije zabelezen porast vrednosti biohemijskih parametara

funkcije jetre 1 bubrega niti narusavanje tkivne arhitektonike ovih organa.

Daidzein je povecao osetljivost ispitivanih bakterija [ vrednosti
farmakokinetsko/farmakodinamskih indeksa efikasnosti za levofloksacin Sto ide u prilog
daljim ispitivanjima daidzeina u pravcu razvoja efluks inhibitora sa visokim translacionim

potencijalom.
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Antibacterial drugs, including fluoreguinolones, can exert their therapeutic action only with adequate pene-
tration at the infection site. Multiple factors, such as rate of protein binding, drug liposolubility and organ blood-
flow all influence ability of antibiotics to penetrate target tissues. Microdialysis is an in vivo sampling technique
that has been successfully applied to measure the distribution of fluoroquinelones in the interstitial fluid of
different tissues both in animal studies and clinical setting. Tissue concentrations need to be interpreted within
the context of the pathogenesis and causative agents implicated in infections. Integration of microdialysis -de-

rived tissue pharmacokinetics with pharmacodynamic data offers erucial information for correlating exposure
with antibacterial effect. This revicw explores these concepts and provides an overview of tissue concentrations
of fluoroquinolones derived from microdialysis studies and explores the therapeutic implications of fluor-
oquinelone distribution at various target tissues.

1. Introduction

Fluoroquinolones are an important class of broad-spectrum anti-
microbials commonly used in both outpatient and hospital setting
(Shams and Evans, 2005). They display good in vitro activity against the
pathogens frequently implicated in respiratory, urinary and skin and
soft tissuc infections, but antibacterial in vive efficacy cannot be pre-
dicted solely on this information (Drusano et al., 2004; Zelenitsky et al.,
2003a). Traditional interpretation of in vitro antibiotic potency was
based on correlating this data with plasma antibiotic levels (Wispelwey,
2005). However, majority of infections are located in peripheral tissues,
and tissue concentrations may not necessary correspond to plasma
concentration in certain patients and tissue compartments (Lagler and
Zeitlinger, 2014). Furthermore, emerging antimicrobial resistance in-
creases the chance of clinical failure despite in vitro susceptibility
(Labreche and Frei, 2012). Improved characterization of fluor-
oquinolone tissue pharmacckinetics (PK) (Hurtado et al., 2014; Liu
et al., 2014; Marchand ct al., 2008; Sammeta et al., 2009) and pene-
tration ratios allows for treatment optimization, and precise

information about fluorogquinelone tissue PK is of great importance as
drug distribution is frequently nonhomogeneous and tissue specific
(Taccone et al., 2016). Tissue pharmacokinetics of antibiotics have been
studied in clinical setting using different approaches - indirect modeling
of tissue drug levels from plasma drug concentration curves, tissue
biopsics, skin blister sampling, microdialysis (Liu and Derendorf, 2003;
Mariappan ct al., 2013). Various imaging tcchniques- planar gamma
scintigraphy, single photon emission computed tomography, positron
emission tomography and magnetic resenance spectroscopy can also be
employed to pharmacokinetic studies (Fischman et al., 2002; Langer
et al,, 2005; Schwameis and Zeitlinger, 2012). These novel images
techniques are costly and since radiolabeling of antibiotics was shown
to be difficult, a limited number of studies of antibiotic distribution has
been conducted using imaging techniques (Schwameis and Zeitlinger,
2013). Common method of taking samples of tissue biopsies and suc-
cessive quantification in tissue homogenates, produces measures of
average concentration over several compartments as tissue homogenate
includes drug that is protein bound and unbound, intracellular and
extracellular (Edginton et al., 2009; Lorentzen et al., 2000), Majority of

Abbreyiations: AUC, area under the coneentration-time curve; BCRP, breast cancer resistance protein; CABG, coronary artery bypass grafting; CKU, colony forming
nits; Cpayx, peak concentration; CPB, cardiopulmonary bypass; CSF, cerebrospinal fluid; ELF, epithelial lining fluid; ;AUC, free area under the concentration-time

SF, interstitial fluid; MDR-TB, multi-drug resistant tubereul
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istant Staphylococcus aureus;
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netics; SSI, skin and soft tissue infections; S5I, surgical site infection; tAUC, total area under the concentration-time curve; t;,., time to peak concentration
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This study aimed to compare existing dosing regimens of cefaclor with recommended pharmacokinetic/
pharmacadynamic (PK/PD) parameters and to see if the proposed dosing regimen could have been the
reason for development of bacterial resistance. PKs of cefaclor were determined after administrating the
highest therapeutic dose of 750 mg in standard release (SF) and modified release form (MRF) in 12
volunteers. The study was performed on clinical isolates of the most frequent causative agents in urinary
and respiratory infections. Minimum inhibitory concentration (MIC), postantibiotic effect, and PK/PD
efficacy indices were determined. Peak plasma concentrations of 23.142 + 5.67 (S[) and 8.7 + 2.09 ug/mL
{MRF) were observed after 40-60 min and 3.04 + 0.75 h, respectively. MIC for investigated bacterial
strains ranged from 1 to 4 mg/L. Postantibiotic effect lasted from 2.10-2.18 =+ 0.2 h for Gram-positive to
0.58-0.90 + 0.05 h for Gram-negative bacteria. PK[PD indices (t > MIC) ranged from 27.08 + 5.93% to
4323 + 6.54% of 8-h dosing interval (SF) and 22.57 + 8.93% to 49.65 + 1.95% of 12-h dosing interval
{MRF). Plasma levels were below MIC for more than 50% of the dosing interval even [or the most sen-
sitive pathogens (MIC = 1 mg/L). During both dosing intervals the total “antibacterial activity” was not
longer than 6 h [or Gram-posilive and 5 h lor Gram-negalive bacteria for SF and 9 h [or Gram-positive

and 5 h for Gram-negative bacteria for MRE.
© 2016 American Pharmacists Association®. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

In the past, pharmacokinetic {PK) parameters (mainly elimina-
tion half-life, peak plasma level) and MIC (minimum inhibitory
concentration) of antimicrobial drugs were the only parameters
used to optimize dosing intervals. In the last 2 decades it was
recognized that pharmacodynamic (PD) parameters—ways of
bacterial killing and presence and duration of postantibiotic effect
(PAE)—can significantly influence dosing regimens.'? Numerous
studies have demonstrated a link between PK and PD indices with
antimicrobial activity and clinical outcomes.*” Main PK/PD
parameters calculated are AUC/MIC (24-h area under the concen-
tration time curve vs. MIC of antibiotic), Cyax/MIC (peak plasma
level/MIC), and £ > MIC (time in which the plasma level exceeds the
MIC)_5 The AUC/MIC and Cyax/MIC are important for antibiotics

Conflict of interest: The authors declare no contlict of interest.
* Carrespondence to: Ana Tomas (Telephone: +381-21-522-172; Fax: +381-21-
6615-771).
E-mail address: aanaa_tomas@yahoo.com (A. Tomas).

http: f{dx.doiorg/10.1016/j.xphs.2015.12.003

with mainly concentration-dependent killing, while for antibiotics
with predominant time-dependent activity, the portion of dosing
interval in which drug levels are higher than the MIC (¢ > MIC) best
correlates with clinical outcome.*” The time for which concentra-
tions of antibiotics should be above the MIC is different and it
depends, in addition to PK parameters and MIC, on the presence
and duration of PAE, which allows concentrations of antibiotics in
blood to fall below the MIC for certain period of time without
clinical consequences.

Cefaclor is the second-generation cephalosporin antibiotic for
oral administration with activity against the most prevalent Gram-
positive and Gram-negative respiratory and urinary tract patho-
gens.” Cefaclor is rapidly absorbed from the gastrointestinal tract,
with 60%-85% of cefaclor being eliminated unchanged by the kid-
neys during 8 h after administration.” It has a short half-life of
approximately 40 min in patients with regular renal function.®
Cefaclor was formerly one of the most commonly used antimicro-
bials in Serbia, but due to fast development of bacterial resistance
other oral cephalosporins rapidly upstaged cefaclor and finally
cefaclor was removed from the list of the drugs reimbursed by the
Health Fund of Serbia. Possible cause of the high resistance rates

0022-3549/© 2016 American Pharmacists Association®. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
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Fecefred: 10Tane 2005 | [ Ciprofloxarin iz often used in treatrent of complicated wrinary tract infec-
Aeeepted: 17Tune 2005 | | Hions in areas with high rates of resistance to first line agents. The aim of this
#rvailable Cmline: 12Tuly 2005 | | study was toevaluate efficacy of ciprofloxacin in standard d osing regimens in
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treatment of complicated wrinary tract infectiong. Plastma concentrat on curves
were simulated and rrinitoum inhibitory concenfration (IC) and post-
antibiotic effect were determined. Ciprofloxacin MIC ranged from 0.0156 for
Gratn-negative and to 012305 pg/ml for Grampositive bacteria. Both
dosing regitmens were suitable for eradication of Grarn-ne gative bacteria, with
slight supretnacy of 750 mg/12 hours ower 500 me/12 hours dosing regimen.
Ewen though all strains weere fully susceptble to ciprofloxacin, pharmaco-
kinetic /pharmarodynatric pararreters did not meet target thresholds for
pathogens with MIC over 0102 pgfmb regardless of the administered dose.
Ciprofloxacin remains an excellent choice for freatment of complicated
urinaty tract infectons caused by Gram-negative bacteris, bat in infection
cauged by Gram-posidive strains, deeper analyeis is necessary in arder o
achiewe optinal results.

Introduction

[Dramid et al, 2014 ) which raises a question of adequacy
of current dosing strategies. The outcore of antibictc

Urinary tract infections are armong the most corenon
cortrnity bacterial infections. urinary tract infectons
with inwvolvernent of upper urinary tract portions,
oocurting in patents with underlying diseases (diabetes
mellitus, rormneuppression) (Kromery and Maber,
1999% or struchural abnormalites of urinary tract ave
clasgified as complicated unnary tract infecHons
(Micalle, 2005). Ciprofloxarin and other fluoroquino-
lones have becorre a popular featment opton for
patents with corplica-ted urinary tract infectons in
areas with higher rates of resistanee to tradibonally
used antibacterial agents such  as  trimnethoprim-
sulfarrethoxazole and arninopenicilling (Wan Barrbeke
et al, 2005 Finch, 2000) Howewer, excessive use of
ciprofloxaring that has led to a comsiderable and
worrying increase in the rate of resistant isolates

freattnent depends on several complex inter-actons
betwreen the infectous agent, antiricrobial drog and
host defense  mechanisrre, and treatment outcorre
shiows high variability of the dose-response relationship
(Jacobs, 2001; Wilspelwey, 2005). For the optmal clini-
cal mutcomne, high concentrations at the site of the infec-
Hon are crifical for fluoroquinolones (Drossano et al,
2004). This is reflected in the peak concentration and
areaunder the concenfration-time curve being the main
pharmacoldretic pararreters taken into account when
discussing effic acy indices for ciprofloxarin (Mdusller et
al, 2004). In past decades, the importance of phartmac o
dynarmic pararmneters- mainly mechanism of bacterial
eradication and postantibicte effect has also been
recogrnized and an arewer to complexity of antibiotc-
microorganistn interaction has been found in a2 quantd-
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Abstract

The mutant selection window (MSW) concept offers knowledge of relationship between
antibacterial pharmacodynamics and resistance development which is crucial for optimizing the
use of existing antibacterial agents. It is based on a novel pharmacodynamic measure of
antibiotic potency — the mutant prevention concentration (MPC). This review aimed to explore
these concepts with a special regard to their clinical applicability. A literature search (-2015)
using keywords 'mutant prevention concentration' or ‘'mutant selection window' and 'antibiotic 'or
‘antibiotics' or 'antibacterial' of PubMed database was conducted. Search yielded 450 results,
after checking the titles, and 181 abstracts, 84 articles were assessed in full text. The concept of
MSW was first reported in 1999 in relation to fluoroguinolones. Within a susceptible wild-type
population, a fraction of bacterial cells is not affected when subjected to an antibictic. This
subpopulation carries mutations that inhibit antimicrobial action, allowing their selection during
clinical treatment. Multiplication of this resistant subpopulation occurs in a range of
concentration (MSW) between the MIC of the susceptible cells, and the mutant prevention
concentration (MPC). MPC represents a concentration of antibictic that prevents the
development of first-step resistant mutants - the MIC of the least drug-susceptible mutant
subpopulation. Multiple in vitro studies that monitored the increase in MIC after bacterial
exposure to different concentrations of antibiotics, confirmed that resistant mutants are
selectively enriched when antibiotic concentrations remain within  MSW. Besides
flueroguinolones, this hypothesis has been tested for other classes of antibacterial agents such
as polimixines, macrolides, aminoglycosides and beta-lactams in vitro. MSW has been widely
confirmed in vitro, but not all generated data agree with the results attained in vivo (i.e.
fosfomycin). The mutant selection window concept is definitely relevant for fluoroquinolones
based on in vitro and in vivo experiments, but further research is necessary to determine the
applicability of MSW in vivo for other antibacterial groups. For fluoroguinolones, MSW
determined in vitro can be a reliable tool for guiding the optimization of antimicrobial treatment
regimens for suppression of the selection of antimicrobial resistance, and clinical
implementation of selection window dosing strategy is feasible.
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Osaj Obpazay u4uHu cacmasHu 0eo OOKmMOpCKe oucepmayuje, OOHOCHO
O00KMOPCKO2 YMEeMHU4K02 npojekma Koju ce opanu Ha Ynusepzumemy y Hosom
Caoy. Ilonywen Obpaszay yxopuuumu uza mexcma OOKMopcKe oucepmayuje,
0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKmad.

[Inan TpeTMana nogaraka

Ha3uB npojexTa/mcTpakuBama

OnpehuBamwe TKHBHe GapMaKkoKHHETHKe JieBOQUIOKCAIMHA W JaWj3eMHa MPUMEHOM
MHKPOAMjaTu3He MeTo/1e

Ha3uB HHCTUTYIHje/MHCTUTYIHja y OKBHPY KOjHX Ce CIIPOBOIH HCTPA:KMBAH€

Yuusepsuter y HoBom Cany, Megunununcku ¢gakyarer Hosu Can

Ha3uB nporpama y OKBHpPY KOI' ce peajiu3yje HCTPAKUBabe

JokTopcke cTyauje KIMHUYKE MeTUIIUHE

1. Onuc nogaraxka

1.1 Bpcra ctyamje

JloKTOpCcKa aucepTanmja

1.2 Bpcre nonaraka

a) KBAHTUTATHBHHA

0) KBAJTUTATHBHHU

1.3. Hauns npukymbama nogaraka
a) aHKeTe, YIUTHUIH, TECTOBU
0) KIMHUYKE IpOLEHE, METUIIMHCKH 3alCH, EIEKTPOHCKH 3APaBCTBEHHU 3aIICH

B) TCHOTHIIOBU: HABECTU BPCTY

I') QIMUHHCTPATHUBHHU TIOAIU: HABECTH BPCTY
1) Y30pIH TKHBa: Mapa(uMHCKH KAJIYIH Y30paKka TKHBa jeTpe U 6yopere manoBa coja Wistar

h) caumim, pororpaduje: ¢pororpaduje naToXuCTOJOMIKUX Mpenapara jerpe u oyopera 60jeHux
CTaHAAPIHOM MeTO0M XeMaTOKCUJIUH - eo3uH (HE)

€) TEKCT: JIUTepPATYPHU U3BOAU

K) Mara, HaBeCTH BPCTY

Hanuonannu nopran otBopeHe Hayke — Open.ac.rs



3) 0CTaJIO: EKCNIEPUMEHTAIHA UCTIMTUBAKHA

1.3 @OpMaT nogaraka, yr[OTpe6J'b€He CKaJIC, KOJIMYMHA IIogaTaka

1.3.1 Ynorpe6sbern codTBep 1 popmaT maToTeKe:

a) Excel ¢hajn, naroreka Xls

b) SPSS ajn, naroreka .sav

c¢) PDF ¢ajn, natorexa

d) Texkcr dajn, natorexa .docx

e) JPG ¢ajn, nartoreka Jpg

f) Ocraio, naroreka

1.3.2. bpoj 3amuca (ko KBaHTUTATUBHUX MTO/IaTaKa)

a) Opoj Bapujabiu BeJMKH Opoj

0) Opoj Mepema (MCIIMTaHUKA, POIICHA, CHUMAaKa U CJI.) BEJHKH Opoj
1.3.3. [loHoBJbEHA MEPEHA
a) na

0) He

YKOJIHMKO je OJIrOBOp J1a, OJrOBOPUTH Ha cieneha nurama:

a) BPEMEHCKH pa3Mak W3MeJ]jy TOHOBJLEHUX Mepa je

0) BapHjabJe Koje ce BHIIE ITyTa Mepe OJTHOCE ce Ha

B) HOBE Bep3Hje (ajiioBa KOjH caJipike MOHOBJEHA MEPEHha Cy HIMEHOBAHE Kao
Hamnomene:

Ha nu hopmamu u cogpmeep omozyhaeajy oemwerve u dy2opouny 6arudHocm nooamaxa?

a) Jla
6) He

Axo je 002060p He, 0bpasznodcumu

HanuoHnanHu noprai oTBopeHe Hayke — OPen.ac.rs



2. lIpukynmibame NOJaATaKa

2.1 Metonosnoruja 3a MpUKyIUbambe/TeHEpUCabe OAaTaKa

2.1.1. Y okBHpPY KOT UCTPaXHBAYKOT HAI[PTA CYy MOJAIM MPUKYTIJbEHN?

a) excriepuMeHT, ExciepuMeHTH Ha J1a00pATOPUjCKUM KUBOTHHAMA, aHAJIN32 KOHLEHTpauuja
HCMIUTHUBAHUX KCEHOOMOTHKA NMPUMEHOM TeuyHe XpoMartorpaduje moJ BUCOKHM HNPUTHCKOM,
aHaJIM3a OMOXEeMHUCKHX MapaMeTapa y cepyMy 'KUBOTHIA MPHUMEHOM CNEKTPO(OTOMETPH]CKUX
MeT0/1a, XHCTOJIOIIKO MCIUTHBaH:€ Y30paKa TKHBa, oapehuBame oceT/bMBOCTH OaKTepHja Ha
HCNUTHBAaHE KCEHOOMOTHKE.

0) KOpenaroHO NCTPAXKIBAKHE, HABECTH THUII

H) aHajIn3a TCKCTa, HaBCCTU THUII IIpukyn/bamke NOJATAKA AHAJN30M J0CTYIHE JUTEPATYPE.

1) OCTaj0, HAaBECTH IIITa

2.1.2 Hagecmu 8pcme MepHUX UHCMPYMEHAMA ULU CManoapoe nooamaxa cneyupuunux 3a oopehery
HayuHy oucyuniuny (ako nocmoje).

2.2 KBanurer nojaraka v CTaHIapau

2.2.1. Tperman HepocTajyhux nmogaraka

a) [la mu marpuna caapxu Hegocrajyhe mogarke? Jla He

AKO je 0ZIroBOp 112, OATOBOPHUTH Ha ciieseha nurama:

a) Kounuku je 6poj Henocrajyhux monartaxa?
0) Jla 1 ce KOPUCHUKY MaTpHIIe IIpernopy4yje 3aMeHa HepocTajyhux nogaraka? Jla He
B) AXoO je 0JIroBOp Ja, HABECTH CYTecTHje 3a TpETMaH 3aMeHe HeJJocTajyhnx nojaraka

2.2.2. Ha Koju Ha4YMH je KOHTPOJIMCAH KBaJUTET nojaaTaka? OnucaTu

KBajuTeT Mo1aTaKa KOHTPOJMCAH je MPUMEHOM PA3JIUYUTHX CTATHCTHYKHNX METOIAa H
nopehemeM ca THTEPATYPHUM MOAALMMA.
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2.2.3. Ha koju Ha4¥H je u3BpIICHA KOHTPOJIA YHOCA MTOJIaTaka y MaTpuIry?

Ynopehemem 100MjeHnX nMoxaTaka ca JUTePATYPHUM NMOJANHUMA.

3. Tperman noaaTaka u npateha fokymenrTamnuja

3.1. TpeT™aH u yyBame OAaTaKa

3.1.1. llooayu he bumu oenonosanu y Penosutopujymy YHuusepsurera y Hosom Cany.
3.1.2. URL adpeca https://cris.uns.ac.rs/searchDissertations.jsf

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla mu he nooayu bumu y omeopeHom npucmyny?

a) Ha
0) Ha, anu nocne embapea xoju he mpajamu 0o
8) He

Axo je 002060p He, Hagecmu pazioe

3.1.5. llooayu nehe 6umu oenorosanu y penozumopujym, aiu fie oumu yygaru.

Obpasnoocerve

3.2 MeTtanojany ¥ JOKyMEHTAIIWja oiaTaKa

3.2.1. Koju cTranmapx 3a Metanoaarke he OUTH MPUMEHeH?

3.2.1. HaBectu MeTanoaaTke Ha OCHOBY KOjUX Cy IOJALH JETIOHOBAHH y PETIO3UTOPHjYM.

Ako je nompebHo, Hasecmu memooe Koje ce Kopucme 3a npey3umarbe nooamaxd, aHaiumuike u
npoyedypanne uHpopmayuje, FUxo80 KOOUparbe, demassHe OnuUce sapujadbiu, 3anuca umo.
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3.3 Crpareruja u cTraHAapau 3a YyBamke MoJaTaka

3.3.1. Jlo xor nepuoza he mogany OWUTH YyBaHH y PEHIO3UTOPUjyMY? TPAjHO

3.3.2. Jla iu he momaru Outu nenonoanu mox mmdpom? Ila He

3.3.3. Jla yiu he mmdpa Outu nocrynHa oapehenom kpyry uctpaxusada? Jla He

3.3.4. Jla mu ce momany MOpajy YKIIOHHTH U3 OTBOPEHOT IPUCTYIIA TIOCTIe H3BECHOT BpeMeHa?
Hda He

OO0pa3noxuTH

4. Be30eJHOCT MOJATAKA M 3aIUTUTA NOBEP/LUBUX HHPOPMaLHja

Ogaj oniesbak MOPA OuTH MOMyeH ako BalllM MOJAIM YKIJbY4Yjy JIMUYHE MOAAaTKE KOjU C€ OJIHOCE Ha
YYECHHKE y UCTPAKUBaBY. 3a Jpyra HCTpakuBama Tpeda Takohe pa3MOTPUTH 3aIITHTY U CUTYPHOCT
ro/1aTaka.

4.1 dopmanHu cTaHAapAx 38 CUTYPHOCT WH(pOpMaIyja/moaaraka

HcTpaknBaun Koju CIPOBOJIE UCIIUTHBAKA C JbYAMMa MOPajy Jia ce MPUIApPXKaBajy 3aKOHa O 3aIUTHTH
nonaraka o ymunoctu (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon o zastiti podataka o licnosti.html) u
oxaropapajyher HHCTUTYIIMOHATHOT KOJIEKCA O aKaJIeMCKOM HHTETPUTETY.

4.1.2. Jla nu je uctpaxkuBame 0JJ0OPEHO 0] cTpaHe eTruke komucuje? [a He
Ako je oarosop Jla, HaBecTH 1aTyM U HA3WUB €THYKE KOMICH]j€ KOja je 000priIa UCTPaKUBAHE

IHomiTo eKcnepuMeHTH VKbYYV{V MCTPAKMBAKLA HA OLJICIHHUM KHBOTHIHLAMA, HCTPAKHBALE je
ox00peHo oa crpaHe ETuuyke KoMHCHje 3a 3alITUTV J00POOUTH OIJIEIHHUX JKHBOTHH>A
Yuusepsurera v Hosom Cany, 20.12.2016.

4.1.2. Jla v ojiaIy yKJby4yjy JMUYHE MOAATKE yuecHUKa y uctpaxupamy? Jla He

AKO je 0AIrOBOp J1a, HABEIUTE HA KOjH HAYMH CTE OCUTYPasIH ITOBEPJHUBOCT U CUTYPHOCT HH(pOpMaIHja
BE3aHMX 3a MCIIUTaHUKE:

a) [lonmatn HECY Y OTBOPEHOM MIPHUCTYILY
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https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html

0) [Momanu cy aHOHUMU3UpPaHU

1) OcTano, HaBECTH IITa

5. locTynHOCT mHogaTaKa

5.1. llooayu he bumu

a) jasno docmynnu

6) QOCMYRHU Camo YCKOM Kpy2y ucmpasxcugaya y oopehenoj nayunoj obnacmu

y) 3ameopenu

Axo cy nooayu 0ocmynHu camo YyCKOM Kpy2y UCIMPAadiCueaid, Hagecmu noo Kojum ycioeuma Moy 0a ux
Kopucme.

Axo cy nooayu 0ocmynuu camo YCKOM Kpya2y UCmpajicueayd, Hagecmu Ha KOju HAYUuH Moy
npUCmMynumu nooayuma:

5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npuxynmwenu nooayu bumu apxueupaHi.

AYTOpPCTBO — HEKOMEPIIHjaJTHO — 0€3 mpepajie

6. Yiiore u oAroBopHOCT

6.1. Hagecmu ume u npesume u meji aopecy 81acHuKa (aymopa) nooamaxa

Amna Tomac Ilerposuh ana.tomas@mf.uns.ac.rs

6.2. Hagecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe Koja o0picasa mampuyy ¢ nooayuma

Ana Tomac Ilerposuh ana.tomas@mf.uns.ac.rs

6.3. Hagecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe xoja omocyhyje npucmyn nodayuma opyeum
ucmpaxcusauuma
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