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lzvod:
1Z
Uvod:

U proslosti zu¢ne kiseline su uglavnom razmatrane sa stanovista njihove funkcije koju
obavljaju u crevima jer posreduju u varenju masti i apsorpciji liposolubilnih vitamina.
Nedavne studije potvrduju da Zu¢ne kiseline ne igraju samo ulogu u varenju masti, nego se
ponasaju i kao signalni molekuli koji stupaju u interakciju sa raznim receptorima ukljucujuéi
nuklearne receptore i receptore vezane za G-proteine. Kao amfipati¢ni molekuli one su
sposobne da reaguju sa fosfolipidima ¢elijskih membrana i1 da poboljSajavu prolazak lekova
kroz njih. Stoga se zucne kiseline razmatraju kao promoteri u bukalnim, okularnim i nazalnim
farmaceutskim formulacijama.

Cilj:

Svrha ovog istrazivanja je bila da se ispitaju zuéne kiseline i njihovi okso derivati kao
jedinjenja koja uti€u na propustljivost ¢elijskih membrana 1 prolazak lekova do ciljnih tkiva.

Materijal i metod:

Interakcije makrolidnih antibiotika i Zu¢nih kiselina su ispitivane uz pomo¢ NMR
difuzionih merenja i relaksacije paramagneti¢nim jonima. Retencioni parametri odabranih
zucnih kiselina su dobijeni koriS¢enjem hromatografije na normalnim fazama i evaluisani su
primenom pet razli¢itih softvera. In vivo ekaperimenti su sprovedeni na 126 eksperimentalnih
zivotinja koje su bile podeljene u 21 grupu.

Rezultati:

Vezivanje zu¢nih kiselina za micele je indikovano razlikama u hemijskom pomeranju
makrolida i proSirenju signala kao posledica redukovane mobilnosti unutar micela. Dodatak
micela zuénih kiselina povecava solubilizaciju makrolida za faktor priblizno 2-3. Sprovedena
korelaciona analiza pokazala je znacajnu zavisnost izmedu faktora retencije 1 intestinalne
apsorpcije, prodora u MDCK epitelne ¢éelije, permeabilnost kroz kozu, logBB i PPB%. Putem
implementacije in vivo eksperimentalnog dela pokazano je da Zucne kiseline uti¢u na
prolazak makrolida u tkivo mozga, bubrega i jetre.

Zakljucak:

Ispitivane Zucne kiseline pokazuju dobre farmakokinetske karakteristike i olakSavaju

prolazak makrolida kroz razlicite ¢elijske membrane.
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Abstract
AB

Introduction:

In the past, bile acids were mostly considered to function in the intestine where they
play a role in digestion of fats and mediate absorption of fat-soluble vitamins. Recent studies
confirm that bile acids not only facilitate solubilization of fats but behave as signal molecules
that interact with various receptors including nuclear receptors and G protein-coupled
receptors. As amphipathic molecules they are able to interact with phospholipids of cells
membranes and enhance drugs permeation. Thus, bile acids are considered as drug promoters
in buccal, ocular, nasal, and transdermal dosage forms.

Purpose:

The purpose of this research was to investigate bile acids and its oxo derivatives as
enhancers in drug permeability. Three research methods to evaluate the characteristics of bile
acids and its properties were used.

Material and method:

The interaction between macrolide antibiotics and bile acids was investigated by NMR
chemical-shift titration, self-diffusion measurements and paramagnetic relaxation
enhancements. Retention parameters of selected bile acids are acquired by normal-phase thin
layer chromatography and evaluated using five different softwares. In vivo experiments were
conducted on 126 animals which were divided in 21 groups.

Results:

Binding bile acids to the micelles is indicated by differences in the chemical shift of
the macrolides and line broadening as a consequence of reduced mobility in the micelle.
Addition of bile micelles increases the solubility of macrolide antibiotics by a factor of
approximately 2—-3. Examined correlation analysis confirmed significant dependence between
retention factor and intestinal absorbtion, MDCK epithelial cells, skin permeability, logBB
and PPB%. Through the implementation of in vivo experiments it is shown that bile acids
promote penetration of macrolides in brain tissue, kidney and liver.

Conclusion:

Investigated bile acids showed good pharmacokinetic properties and facilitate in

macrolides permeation through various membranes.
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ASBT-apiklani natrijum zavisni transporter Zu¢nih soli
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Mw-molekulska masa
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1. UVOD

1.1. Razlozi za modifikovanje bioraspolozivesti makrolidnih

antibiotika

Makrolidni antibiotici dugi niz godina predstavljaju predmet intenzivnih hemijskih,
analitickih 1 farmakoloskih proucavanja u cilju produbljivanja znanja o efikasnosti njihovog
delovanja, a time i proSirenju aspekata antimikrobnih i farmakokinetskih parametara. S
obzirom na sve vecu ucestalost pojave rezistencije na antibiotike postalo je od izuzetnog
znacaja vazno modifikovanje svojstava postoje¢ih antibiotika sa ciljem da se obezbedi bolja
distribucija molekula u ciljna tkiva i organe. Soli Zu¢nih kiselina kao jedinjenja koja ucestvuju
u emulgaciji masti i apsorbciji liposolubilnih vitamina u odredenim koncentracijama mogu
znacajno da utiu na propustljivost Celijske membrane i poboljSaju ulazak ksenobiotika u
tkiva i organe. U ovom radu se analizira uticaj odabranih derivata zu¢nih soli na
bioraspolozivost eritromicina i klindamicina na zivotinjskom modelu sa posebnim osvrtom na
distribuciju ovih antibiotika u tkiva jetre, bubrega i mozga. Eksperimentalnom in vivo delu
istrazivanja predhodio je deo u kojem se u in vitro uslovima najpre testirao uticaj zu¢nih soli

na povecanje difuzionog koeficijenta makrolidnih antibiotika sa ciljem da se izabere

.....

1.2. Makrolidni antibiotici

Makrolidni antibiotici pripadaju klasi prirodnih proizvoda, poliketida. Osnovu njihove
strukture ¢ini makrocikli¢ni laktonski prsten sa 14 do 16 ugljenikovih atoma koji je
odgovoran za antibiotsko delovanje, a za koji je najéeSce vezan jedan ili visSe dezoksi Secera

kao s$to su kladinoza i dezosamin.

U grupu makrolidnih antibiotika odobrenih za upotrebu od strane FDA (Americka
agencija za hranu i lekove-Food and Drug Administration) spadaju:

° Azitromicin
° Klaritromicin
° Eritromicin



. Roksitromicin
° Telitromicin

° Dritomicin

Grupi makrolida prema hemijskoj strukturi pripadaju i takrolimus, pimekrolimus, i
sirolimus koji ne poseduju antibiotsko dejstvo, ali se koriste kao imunomodulatori i imaju

aktivnost sli¢nu kao ciklosporin.

Mehanizam delovanja makrolida je inhibicija sinteze proteina u bakterijama
vezivanjem za bakterijsku 50S subjedinicu ribozoma. To se ostvaruje tako Sto se makrolidi
upliéu u translokaciju peptidil-transportne ribonukleinske kiseline na ribozomima i time
zaustavljaju sintezu proteina u bakterijskim ¢elijama S$to na kraju dovodi do njihove smrti.
Njihovo dejstvo moze biti baktericidno ili bakteriostatsko, §to zavisi od koncentracije leka i

tipa mikroorganizama (Nie et al. 2014).

Zbog sli¢nog antibakterijskog spektra sa prirodnim penicilinima primena makrolidnih
antibiotika se svodi na tretiranje infekcija uzrokovanih Gram pozitivnim bakterijama kao sto
su: Streptococcus sp., Staphylococcus sp., Clostridium perfringens, Corynebacterium
diphtheriae i1 Listeria monocytogenes. Takode, ispoljavaju delovanje i na Gram negativne
koke kao sto su Neisseria meningitidis i Neisseria gonorrhoeae, Gram negativne aerobne
bacile Pasteurella multocida, Bordetella pertussis, Legionella sp. i Campylobacter sp.
Makrolidi deluju antibiotski i na sojeve mikoplazme, borelije i hlamidija dok na Haemophilus
influenzae, Ureplasma sp. i Toxoplasma sp. deluju klaritromicin i azitromicin (Skalasky et al.
2013; Asadi et al. 2012).

Rezistencija na makrolidne antibiotike se razlikuje u razli¢itim regionima sveta, ali se
ona stalno povecava. Rezistentnost Streptococcus pneumonie se oznac¢ava kao veoma visoka
96% u Aziji, priblizno 30-40% u Sjedinjenim Americkim DrZzavama i 16% u Kanadi.
Rezstentnost Micoplasma pneumoniae postaje visa od 80% prema jednoj kineskoj studiji.
Procene americkih studija o rezistenciji M. pneumoniae su znacéajno nize priblizno za 10%.
Nivo rezistencije H. Influenzae i M. Catarrhalis je cak nizi od 1.3 1 0.5% za svaki patogen na
osnovu americkih izvestaja iz 2008-2010. godine. Rezistentni mikroorganizmi umanjuju
ulazak makrolida u ¢elije 1 izazivaju promene na ribozomima pod uticajem enzima metilaze

koji sprecavaju vezivanje leka, dok enterobakterije hidrolizuju makrolide esterazama.



Rezistencija se razvija relativno sporo i moze biti potpuna ili delimi¢na-ukrStena rezistencija

(Hackel et al. 2013).

1.3. Farmakokinetika resorpcije makrolidnih antibiotika

Makrolidni antibiotici koji su namenjeni za peroralnu primenu nalaze se u formi svojih
soli ili estara. Najopseznije se resorbuju iz tankog creva, a najvise koncentracije se postizu u
serumu u toku 1-2 h od momenta primene $to u vecini slucajeva zavisi od prisustva hrane u
crevima ili od oblika leka koji je primenjen. Nakon intra muskularne i supkutane primene
resorbcija je brza, ali je mesto aplikacije cesto bolno i1 oteceno. Vise od 75% doze se vezuje za
proteine plazme (a-kisele proteine). U tkiva se brzo i dobro raspodeljuju, a koncentracije u
jetri, plu¢ima i bubrezima su nakon 2h od momenta primene znatno viSe nego u serumu.
Makrolidi se nakupljaju u mnogim ¢elijama ukljucuju¢i i makrofage (do 20 puta vise
koncentracije od onih u plazmi), §to uzrokuje i dugacak dozni interval. U plu¢ima je
koncentracija makrolida 3-5 puta visa od onih u plazmi zbog ¢ega se infekcije disajnih puteva
mogu leciti dozama ispod MIK (minimalna inhibitorna koncentracija) u serumu. Makrolidi
prelaze u pleuralnu i peritonealnu te¢nost, a kroz krvno-mozdanu barijeru samo u toku upale
(2-13%). Prolaze i kroz posteljicu pa se mogu dokazati u krvotoku ploda. Biotransformacija
makrolidnih antibiotika se uglavnom opsezno odvija u jetri. Nakon per os primene oko 80%
eritromicina podleZe metabolickoj inaktivaciji. Makrolidni antibiotici 1 njihovi metaboliti se
uglavnom izlu¢uju putem zuéi (visSe od 60%) i ¢esto podlezu enterohepati¢koj recirkulaciji.
Putem urina se izlucuju u koncentraciji manjoj od 10%. OpsezZno se izlu€uju i putem mleka

usled Cega se ne preporucuju tokom dojenja.

1.4. Nezeljena delovanja i toksi¢nost makrolida

Prilikom intra muskularne aplikacije mogu se javiti otekline, crvenilo i svrab na mestu
primene. Histoloski posmatrano dolazi do seroznih infiltracija, oSte¢enja miSiénih celija 1
produkcije vezivnog tkiva. Pojedini preparati za paranteralnu primenu (eritromicin) cesto
sadrze 1 lokalni anestetik. Reakcije preosetljivosti primecene su pri lokalnoj 1 sistemskoj
primeni, a poznata su i toksi¢na osStec¢enja jetre (holeostatsku zuticu izaziva eritromicin) (Sabo

et al. 2014; McFarlane A et al. 2015; Arancibia et al. 2000).



1.5. Hemijska struktura i svojstva eritromicina

Slika 1.5.1.Hemijska struktura eritromicina
Izvor: nacrtano u ChemBioDraw Ultral4.0

Prvi predstavnik grupe makrolidnih antibiotika je eritromicin, otkriven 1952. godine.

Dobija se mikrobioloskim postupkom ekstrakcije od kulture gljivice Streptomyces Erythreus.

U upotrebi se nalazi u formi njegovih estara i to: estolata, etilsukcinata i stearata. Estri
eritromicina su acidorezistentni i dobro se resorbuju iz digestivnog trakta, ne prodiru u CNS
(centralni nervni sistem) i koncentri$u se u fagocitima u koncentracijama 30-50 puta vi§im
nego u plazmi. Poluvreme eliminacije ovog antibiotika iznosi 2h, najve¢im delom se
metaboliSe u jetri, a izlu¢uje se putem Zuci. Antimikrobni spektar eritromicina veoma je slic¢an
penicilinu i dokazana je njegova efikasnost i bezbednost kao zamene, kod pacijenata osetljivih
na penicilin (Sabo et al. 2014).

Koristi se kod slede¢ih infekcija:

o infekcija respiratornog sistema;

o infekcija koZe 1 potkoZnog tkiva

o konjunktivitisa kod novorodenc¢adi i pneumonije kod male dece

o nekomplikovanih urogenitalnih infekcija pertusisa, listerioze, legionarske

bolesti, teSkog oblika akni, difterije, Sarlaha, trahoma i1 primarnog sifilisa



1.6. Hemijska struktura i svojstva azitromicina

Slika 1.6.1.. Hemijska struktura azitromicina
Izvor: nacrtano u ChemBioDraw Ultral4.0

Azitromicin je 1981. godine patentirala hrvatska farmaceutska kompanija "Pliva".
Ovaj lek se dobija hemijskom modifikacijom eritromicina, uvodenjem azota unutar
makrolidnog prstena. Azitromicin ima slican antibakterijski spektar ostalim antibioticima iz
ove grupe, ali se izdvaja od njih po karakteristici da se u krvi koncentrise u leukocitima. U
sluc¢aju infekcija leukociti se kre¢u ka mestu upale, a sa njima i azitromicin usled cega se
prenosi specificno do mesta infekcije gde je njegovo delovanje i najpotrebnije. Zbog
navedenih svojstava primenjuje se samo jednom dnevno, a terapija traje tri dana. Poluvreme
eliminacije iznosi ¢ak do 50h. Azitromicin je manje aktivan protiv Gram pozitivnih bakterija
nego eritromicin, a znatno efikasniji protiv Haemophilus influenzae i moze biti efikasniji
protiv Legionella. Ima odli¢no dejstvo na Toxoplasma sp., uniStavajuci ciste (Sabo et al.
2014). U prometu se nalazi u formama tableta, kapsula i sirupa i najéesce se koristi u terapiji
infekcija izazvanih osetljivim mikroorganizmima kao Sto su:

o infekcije gornjih disajnih puteva (sinuzitis, faringitis/tonzilitis)

o infekcije donjih disajnih puteva (bakterijski bronhitis, vanbolnicki steCena
pneumonija, akutni otitis media)

o nekomplikovane infekcije koZe 1 mekih tkiva,

o nekomplikovani uretritis i cervicitis uzrokovan sa Chlamydia trachomatis i

genitalni ulkus kod muskaraca.



1.7. Hemijska struktura i svojstva klaritromicina

Slika 1.7.1. Hemijska struktura klaritromicina
Izvor: nacrtano u ChemBioDraw Ultra 14.0

Klaritromicin se u hemijskom pogledu minimalno razlikuje od eritromicina i to po
substituisanoj hidroksilnoj grupi na polozaju 6 makrolidnog prstena metoksi grupom. Stoga,
je ovaj molekul jedan od tipi¢nih primera koji ukazuje kako se malim hemijskim
modifikacijama u strukturi molekula moZze do¢i do znafajnih promena farmakoloskih
svojstava leka. Za razliku od eritromicina klaritromicin je stabilniji u kiseloj sredini i otporniji
na razarajuée delovanje hlorovodoni¢ne kiseline iz digestivnog trakta odakle se znatno brze i
resorbuje nego eritromicin. Usled ovakve promene u strukturi molekula doslo je i do promena
u farmakoterapijskom smislu pa se klaritromicin koristi uz omeprazol i amoksicilin u trojnoj
terapiji eradikacije bakterije Helicobater pylori i leGenju ulkusne bolesti (Martin-Loeches et
al. 2010; Sabo et al. 2014).

U prometu se nalazi u formi tableta i sirupa, a koristi se u terapiji:

o infekcija disajnih puteva (bronhitis i upala pluca)
o infekcija grla i sinusa
. infekcija koZe 1 mekih tkiva



1.8. Linkozamini
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Slika 1.8.1 Hemijska struktura
Izvor: nacrtano u ChemBioDraw Ultra 14.0

o linkomicin i
o klindamicin
Osnovna razlika izmedu ova dva predstavnika u hemijskom pogledu je supstitucija -

OH grupe u molekulu linkomicina atomom hlora pri ¢emu se dobija klindamicin. Ova izmena

je umnogome poboljsala farmakokinetiku klindamicina u odnosu na linkomicin.

1.8.1. Mehanizam dejstva linkozamina

Slicno kao 1 makrolidni antibiotici linkozamini se vezuju reverzibilno za 50S
podjedinicu ribozoma pri ¢emu inhibi$u o¢itavanje informacija sa ribozomalne ribonukleinske
kiseline (r-RNA). S obzirom na isti mehanizam delovanja istovremena primena makrolida i

linkozamina nije preporucljiva jer bi dovela do umanjenja antibiotskih efekata.

1.8.2. Antibakterijski spektar linkozamina

Linkozamini zaustavljaju razmnoZavanje Gram pozitivnih aerobnih 1 anaerobnih
bakterija: Streptococcus sp., Staphylococcus sp., Bacillus anthracis, Corynebacterium
diphteriae, Peptococcus sp., Peptostreptococcus sp., Clostridium perfringens, Clostridium
tetani, Eubacterium. Od Gram negativnih anaeroba deluju na Bacteroides, Fuscobacterium,
Veilonella.
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1.8.3.Uzroci pojave rezistencije na linkozamine

Do rezistencije dolazi usled izmene na receptorskim mestima na ribozomima za koji se
linkozamini vezuju. Izmedu linkomicina i klindamicina postoji kompletna unakrsna

rezistencija.

1.8.4. Farmakokinetika linkozamina

Klindamicin se bolje resorbuje iz gastrointestinalnog trakta u u odnosu na linkomicin,
oba leka se dobro rasporeduju u organizmu, ali ne prolaze hematoencefalnu barijeru.
Linkozamini se koncentruju u makrofazima, razgraduju u jetri i izlu€uju u obliku neaktivnih

metabolita sa poluvremenom eliminacije 2-3 sata.

1.8.5. NeZeljena delovanja linkozamina

Linkozamini mogu da izazovu dijareju kod 2-20% pacijenata, a kod nekih moze da
preraste i u pseudomembranozni Kolitis. lako nema mnogo kontroslisanih prospektivnih
studija o ucestalosti pseudomembranoznog kolitisa kod pacijenata ovo nezeljeno delovanje je
znacajno ogranicilo njihovu primenu. Osim pseudomembranoznog kolitisa ponekad mogu

1zazvati 1 reakcije preosetljivosti 1 veoma retko oStecenje jetre.
1.8.6. Terapijska primena linkozamina
Koriste se za leCenje meSovitih aerobno-anaerobnih abdominalnih infekcija izazvanih

preko Bacteroides sp., ginekoloskih infekcija, teskih stafilokoknih infekcija i osteomijelitisa.

Linkomicin se sve vise zamenjuje klindamicinom koji rede izaziva pseudomembranozni

kolitis (Canu et al. 2012).
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Tabela 1.8.7.1. Nacin primene 1 doziranja makrolidnih antibiotika i linkozamina

Lek Primena ty, (sati) Doze za odrasle  Doze za decu
Eritromicin p.o. 1,6 250- 30-50mg/dan
500mgx4/dan

Roksitromicin p.o. 8-13 150mgx2/dan 7,5mg/kg/dan

Spiramicin p.o., I.V. 8 6-8Mij/dan:3 50mg/kg/dan

Azitromicin p.o. 40,0 500mgx1, posle 30mg/kg/dan

250mg/dan

Klaritromicin p.o.,P. 5-9 1000mg/dan:2 15mg/kg/dan

Midekamicin p.o. 800- 30-50mg/kg/dan
1200mg/dan:3-4

Linkomicin p.o., i.m. 2-3 500-1000mgx3-  30-60mg/kg/dan

4/dan

Klindamicin p.o., i.m. 2-3 150- 8-25mg/kg/dan

450mgx4g/dan

1.9. Zuéne Kkiseline i njihove soli

Slika 1.9.1 Numeracija i obeleZavanje steroidnog prstena Zuc¢nih kiselina

Izvor: nacrtano u ChemBioDraw Ultra 14.0

Zucne kiseline su steroidna jedinjenja koja se sastoje iz tri SestoClana,

jednog

petoclanog prstena koji su kondenzovani 1 bocnog niza koj sadrzi imedu 5 1 8 ugljenikovih

atoma. Cetiri prstena su oznacena sa leva na desno kao A, B, C, i D, pri ¢emu prstenovi A i B

mogu biti orijentisani cis (5 serija) ili trans (5o serija). Veéina zucnih kiselina je

rasprostranjena u prirodi u vidu 5B serije. Zucne kiseline se u Covekovom organizmu

biosintetiSu iz holesterola u jetri. Inicijalni korak u njihovoj biosintezi predstavlja adicija
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hidroksilne grupe na polozaj 7 molekula holesterola. Takode, deSava se promena u
povezanosti prstenova A i B ¢ime molekul dobija povijenu formu, a u tom procesu dolazi i do
konverzije hidroksilne grupe na polozaju tri u alfa orijentaciju. Dva najznacajnija puta sinteze
zuénih kiselina su klasi¢ni i alternativni put sinteze. Klasi¢énim putem sinteze se u jetri
sintetiSu primarne zu¢ne kiseline: holna i1 henodeoksiholna kiselina koje pod dejstvom
bakterijske flore prelaze u odgovaraju¢e sekundarne zucne kiseline a to su: deoksiholna i
ursodeoksiholna kiselina. Nastale zu¢ne kiseline se preko karboksilne grupe amidnom vezom
vezuju za aminokiseline glicin i taurin pri ¢emu se grade njihovi konjugati: tauroholna i
glikoholna kiselina (Mikov et al. 2007) koje potom u prisustvu jona natrijuma grade
odgovarajuce soli. Sekundarni derivati zu¢nih soli podlezu enterohepatickoj recirkulaciji i na
taj nacin se preko 90% produkovanih zu¢nih soli zadrZzava u organizmu. Samo mali deo
zucnih soli se izlu¢i putem fecesa (120-225mg/dan). U sloZzenom procesu enterohepaticke
recirkulacije ukljuceni su brojni transporteri kao sto su: natrijum zavisni tauriholat
kotransportni polipeptid (NTCP), natrijum nezavisni organski anjonski transporter (OATP),
pumpa za izbacivanje zu¢nih soli (BSEPT, ABC11), i apiklani natrijum zavisni transporter
zuénih soli (ASBT) (Balakrishnan and Polli, 2006; Zelcer et al., 2003; Bodo et al., 2003;
Geyer et al., 2006; Zollner et al., 2003).

Jedna od najznacajnijih uloga zu¢nih soli ostvaruje se zahvaljuci njihovoj sposobnosti
da emulguju masti i tako uéestvuju u njihovoj apsorpciji kao i u apsorpciji liposolubilnih
vitamina. Ova jedinjenja su od velikog znacaja 1 za regulaciju rada pankreasa 1 produkciju
pankreasnih enzima (Koop et al., 1996). Otkricem FXR receptora potvrdena je i veoma bitna

funkcija zuénih soli kao signalnih molekula (Wang et al., 1999). Osim toga on uticu i na

regulaciju crevne flore tankog creva zahvaljujuci njihovim antimikrobnim svojstvima.

Slika 1.9.2. Holna kiselina
Izvor: nacrtano u
ChemBioDraw Ultra 14.0

Y
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Slika 1.9.3. Deoksiholna kiselina
Izvor: nacrtano u
ChemBiodraw Ultra 14.0
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1.9.4. Henodeoksiholna kiselina
Izvor: nacrtano u
ChemBioDraw Ultra 14.0

1.10. Micele Zuénih soli

Kao amfifilni molekuli koji se sastoje iz hidrofilnog i hidrofobnog dela konjugovane
zucne soli na grani¢noj povrsini vode 1 lipida pri odredenim kocentracijama formiraju micele.
Zuéne soli nemaju moguénost pasivne reapsorpcije u tankom crevu $to dodatno doprinosi
povecanju njihove koncentracije u ovom delu digestivnog trakta i na taj na¢in omogucava
formiranje micela. Kriticna micelarna koncentracija se odnosi i na hemijsku strukturu Zu¢nih
soli i na njihovu koncentraciju neophodnu za spontano formiranje micela. Specifi¢na
geometrija molekula zuénih soli, posebno onih koji sa a-strane steroidnog jezgra imaju dve ili
viSe hidroksilne grupe (natrijum deoksiholat, natrijum henodeoksiholat i natrijum holat)
uslovljava u vodenoj sredini nastajanje molekulskih agregata-micela elipsoidnog oblika sa
hidrofobnim jezgrom i to onda, kada su Zzu¢ne soli iznad kriti¢éne micelarne koncentracije

(CMC) (Roda et al.1983). Na taj nacin formirane micele zu¢nih soli emulguju lipide i
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doprinose njihovom varenju od strane specificnih lipaza kao 1 apsorpciji na cetkastom

pokrovu tankog creva.

Poznavanje na¢ina formiranja micela zu¢nih soli u vodenoj sredini je bitno ne samo
zbog solubilizacije lipofilnih supstanci u bioloskim sistemima ve¢ i zbog njihove primene u
farmaceutskoj industriji u sklopu savremenih formulacija lekova. Kritiéna micelarna
koncentracija zu¢nih soli je znacajna osobina, pos$to njena vrednost odreduje moguénost
njihove samoasocijacije kao i gradenja meSovitih micela narocito sa hidrofobnim katjonskim
lekovima. Smatra se da promotorni efekat zu¢nih soli na transport pojedinih lekova kroz
bioloSke membrane potice wusled stvaranja reversnih micela u lipidnoj fazi
membrane.Medutim u literaturi se navode i primeri u kojima Zzucne soli grade micele u
¢elijskim membranama kao i u vodenoj sredini §to moze biti objasnjeno da se usled povecanja
hidrofobne povrSine Zu¢nih soli povecava i transport kroz bioloske membrane (Posa et al.,

2011).

Krajem proslog veka zapoceta su i prva ispitivanja uloge molekula zu¢nih soli u
transportu lekova kroz bioloSke membrane. Zapazeno je da su keto derivati pokazali slabiji
promotorni efekat u poredenju sa natrijum holatom, ali su ispoljili i manje toksi¢nih posledica

u odnosu na natrijum holat (Mikov et al., 2004).

1.11. Hemijske reakcije oksidacije Zu¢nih kiselina

U pogledu reaktivnosti hidroksilnih grupa Zzucnih kiselina prema oksidujué¢im
reagensima odavno je uocena razlika. Govoreci na primeru holne kiseline, zapaZen je sledeci
red reaktivnosti C7>C12>C3, ali isti ne vazi za katalitiCku oksidaciju kao ni za oksidaciju po
Oppenauer-u, jer se u okvakvim reakcijama prvo oksiduju hidroksilne grupa na polozaju C-3.
Brza oksidacija aksijalnih hidroksilnih grupa u odnosu na ekvatorijalne kod steroidnih

jedinjenja objasnjava se:
. sternim interakcijama kojima je izlozena OH grupa u toku reakcije

o lak$im pristupom baze iz ekvatorijalnog pravca pri raskidanju C-H veza u fazi

koja odreduje brzinu reakcije

o ve¢im smanjenjem repulzivnih interakcija kod oksidacije aksijalnih alkohola
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Prilikom oksidacije hidroksilnih grupa zucnih kiselina uglavnom se primenjuju

sledece reakcije:

o korsteci kalijum dihromat dolazi do neselektivne oksidacije hidroksilnih grupa
zucnih kiselina, ali podesavanjem koliine reagensa reakcija se moze usmeriti u pravcu

selektivne oksidacije OH grupe na polozaju C-7
. Opennauer-ova regioselektivna oksidacija hidroksilne grupe na polozaju C-3

o Oksidacija uz pomo¢ srebro karbonata na celitu kao adsorbensu, takode

regioselektivna reakcija

o Regioselektivna oksidacija C-3 i C-7 hidroksilne grupe uz pomo¢ kalijum
permanganata
o Regioselektivna oksidacija hidroksilne grupe na polozaju C-12 gde se Zuc¢na

kselina najpre prevodi u odgovaraju¢i amid, a potom oksidiSe bromom u alkalnoj sredini

o Regioselektivna oksidacija hidroksilne grupe na polozaju C-7 uz pomo¢ broma

u alkalnoj sredini

Prvi pokuSaj selektivne oksidacije holne kiseline izveo je Haselwood vodenim
rastvorom Kkalijum-dihromata u siréetnoj kiselini uz prisustvo natrijum acetata pri ¢emu je
ostvarena oksidacija hidroksilne grupe na polozaju C-7 (Kuhajda et al. 2006; Fiser et al.
1950)

1.12. Transporteri Zuc¢nih soli

Transporteri zu¢nih soli uticu direktno ili indirektno na bioloSke procese na osnovu
fizi¢ko-hemijskh ili signalnih svojstava zu¢nih soli. Koordinisana akcija apsorpcije |
izlu€ivanja zu¢nih soli na polarizovanim epitelnim celijama jetre, bilijarnog stabla, tankog
creva i bubrega odeduje koncentraciju zuc¢nih soli u razli¢itim delovima tela. Genetske
varijacije transportera zucnih soli dovode do klini¢ki relevantnih fenotipova koji mogu da se
ispolje u razli¢itom opsegu od predispozicije za oStecenje jetre uzrokovano primenom lekova

do brzog napredka ka krajnjem stadijumu u oboljenju jetre (Zelcer et al. 2003).
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Da bi se odrzala homeostaza zu¢nih soli uklju¢eno je nekoliko transportnih sistema
koji pripadaju familiji ABC transportera:
o Natrijum tauroholat kotransporni polipeptid (NTCP)

o Eksport pumpa zucnih soli (BSEP)
o Apikalni natrijum-zavisni transporter zu¢nih soli (ASBT)
o Organski transporteri rastvorenih supstanci (OSTa/OSTp)

NTCP je glavni sistem za apsorpciju zucnih soli lokalizovan na sinusoidalnoj
membrani hepatocita koji se oslanja na natijumov gradijent regulisan Na'/K* ATP-azom.
Clanovi familije organskih anjonskih transportnih polipeptida (OATP) transportuju Zuéne soli
pored Sirokog spektra organskih anjona. Oni deluju kao anjonski izmenjivaci i primera radi
transportuju natrijum tauroholat u zamenu za bikarbonatni anjon. Pored toga proteini multiple
rezistencije (MRP3 1 MRP4) imaju sposobnost da transportuju zu¢ne soli natrag u krvotok. U
holestazi sa povecanjem intracelularnih koncentracija Zuénih soli to moze olaksSati regulaciju
njihovog nivoa. U skladu sa tim dokazana je znacajna uloga MRP4 kod dece sa nasledenom
holestazom. Sli¢no tome kod odraslih indukcija MPR4 pomocu ursodeoksiholne kiseline
delimi¢no objasnjava korisne efekte ursodeoksiholne kiseline u holestazi. Nasuprot ovome
OSTo/OST transporteri koji se nalaze na sinusoidalnoj membrane hepatocita posreduju u
efluksu Zu¢nih soli nazad u krvotok mehanizmom koji nije u potpunosti razjasnjen (Kimura et

al., 2005, Balakrishnan et al., 2006).

Glavni transporter za soli Zu¢nih kiselina je BSEP lokalizovan na kanalikularnoj
membrane 1 pripada familiji ATP vezujucih proteina. BSEP imaju sposobnosti da koncentrisu

zucne soli do 1000 puta prenoseci ih iz hepatocita u Zuc.

ASBT se nalaze na luminalnoj strani membrane holangiocita zajedno sa CI/HCO3
izmenjivac¢ima. U procesu koji se naziva holehepaticko manevrisanje soli Zu¢nih kiselina
mogu biti apsorbovane od strane ASBT i reciklirane putem perbilijarnog pleksusa nazad u
hepatocit za ponovnu sekreciju u zu¢. Ovaj proces sluzi za intacelijsku signalizaciju od strane
zucnih soli 1 pomaze u kanalikularnoj sekreciji Zu¢nih soli ¢ak i kada je drenaza umanjena

opstruktivnom holestazom (Kubitz et al., 2014).
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Slika 1.12.1 Prikaz osnovne grupe transportera Zu¢nih Kiselina

Izvor: (Jyrki et al. 2008) izmenjeno u Powerpoint

1.13. Sinteza 3p-hidroksi-12-keto-5p-holanske kiseline

Slika 1.13.1. Hemijska struktura 3p-hidroksi-12-keto-5p-holanske kiseline
Izvor: Crtano u ChemBioDraw Ultra 14.0

Prvi put je 3B-hidroksi-12-keto-5B-holanska kiselina izolovana 1920. godine u smesi

zajedno sa henodeoksiholnom kiselinom (Weyland, 1920) . Tek 1933. godine je izolovana u
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Cistom obliku iz govede zuci (Weyland et al, 1933). Haslewood je prisustvo ove Zucne
kiseline dokazao u fecesu viSe vrsta sisara 1967. godine. 3B-hidroksi-12-keto-5p-holanska
kiselina se moze dobii na dva nacina ili direktinom oksidacijom deoksiholne kiseline ili
predhodnom zastitom hidroksilne grupe na polozaju C-3 pa oksidacijom slobodne hidroksilne

grupe na polozaju C-12 (Haselwood et al., 1967).

1.14. Sinteza 3,7,12-triketo-5p-holanske kiseline

Slika 1.14.1. Hemijska struktura 3,7,12-triketo-5p-holanske kiseline
Izvor: nacrtano u ChemBioDraw Ultra 14.0

Dokazano je da sa povecanjem broja keto grupa u molekulima zucnih kiselina se
smanjuje i njihova toksi¢nost jer opada njihova sposobnost za gradenje mesanih micela sa
fosfolipidima ¢elijskih membrana. Zbog takvih pojedinosti ispitivanje keto derivata zu¢nih
kiselina je veoma znaCajno za buduce farmaceutske formulacije i njihove primene u

preparatima lekova.

Fieser i Rajagoplan su tokom svojih eksperimenata zapazili da N-bromsukcinimid
(NBS) i N-bromacetamid (NBA) u vodenoj sredini imaju sposobnost da oksidiSu sve tri
hidroksilne grupe molekula holne kiseline. Ovi autori su takode dokazali da korste¢i NBS u
vodenom rastvoru u prisustvu natrijum-hidrogenkarbonata dolazi do oksidacije hidroksilne
grupe iskljucivo na polozaju C-7 dok hidroksilne funkcije na C-3 i C-12 ne podlezu oksidaciji
(Fiser et al. 1950).
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Slika 1.14.2. Hemijska reakcija sinteze 3,7,12-triketo-5p-holanske kiseline

Izvor: (Fiser et al. ,1950) nacrtano u ChemBioDraw Ultral4.0

1.15. BioloSke membrane

Membrane se sastoje od razli¢itih kombinacija lipida i proteina, §to zavisi od vrste
organizma i vrste celije. One definiSu celijske dimenzije, dele celije u posebne delove,
omogucavaju izvodenje kompleksnih reakcija i ucestvuju u primanju signala i pretvaranju
energije. Prosecna debljina membrana je od 7-10 nm. Intracelularne membrane su obicno
tanje od transcelularnih membrana. Pod elektronskim mikroskopom se vide kao troslojne
strukture sa dve tamne spoljasnje i jednom svetlom unutra$njom trakom. Sastav bioloskih
membrana varira u zavisnosti od njihove funkcije pa plazma membrane imaju najveéu
koncentraciju neutralnih lipida i sfingolipida dok mijelinske membrane sadrze uglavnom
glikosfingolipide. Intracelularne membrane prvenstveno sadrze fosfogliceride i vrlo malo

sfingolipida i holesterola.
1.16. Celijska membrana

Osnove vrste membranskih lipida su: fosfogliceridi, sfingolipidi, glikolipidi
(glikosfingolipidi) 1 steroli (holesterol kod kicmenjaka). Glavna sila koja pokrece stvaranje
membrana je hidrofobni efekat. Lipidni slojevi su kooperativne strukture koje se medusobno
drze zajedno Van Der Waalsovim silama. Membranski lipidi poseduju sposobnost da grade
lipidne dvosloje u vodenim rastvorima kao i micele i vezikule. Fosfolipidni dvosloj je
osnovna struktura svih bioloskih membrana. To je dvodimenzionalni lipidni dvosloj koji se
sastoji od dve spoljasnje hidrofilne strane i hidrofobne unutrasnjosti. Sam lipidni dvosloj
slabo je propustljiv za molekule i jone rastvorne u vodi dok je bolje propustljiv za jedinjenja

rastvorljiva u lipidima.
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1.17.Resorpcija lekova iz digestivnog trakta

Glavni nacin unoSenja lekova u ljudski organizam je oralna admisnistracija lekova.
Ovaj vid uzimanja lekova je jednostavan, dosta dobro podnosljiv i efikasan za veliki broj
lekovitih supstanci koje su otporne na dejstvo Zeluda¢nog soka. Pocetak apsorpcje lekova vec
pocinje u ustima preko dobro prokrvljene sluzokoze, zatim sluznice zeluca, pa sluzokoze

tankog creva i debelog creva.

U digestivhom traktu su zastupljena tri nacina apsorpcije lekova:

o Pasivna difuzija (gasovi i voda)
o Aktivni transport (natrijum, litijum i jod)
o Pinocitoza (velike ¢estice i koloidni rastvori)

Sluzokoza u ustima i zelucu ima malu povrSinu i tu se najbolje resorbuju slabe kiseline
dok je sluzokoza tankog creva jako naborana i savijena pa je povrsSina veca a tu je apsorpcija
najveca. Sadrzaj tankog creva i njegov pH utice na solubilnost leka, brzinu rastvaranja tableta
1 odlaze apsorpciju. Motilitet creva utice na brzinu rastvaranja tableta i brzinu kojom lek
odlazi u rastvor i kretanje leka do mesta apsorpcije. Lipofilni molekuli se najve¢im delom
absorbuju od strane digestivnog trakta transcelularnim putem zahvaljujuéi slozenoj aktivnosti

familije transportera nazvanih ABC (ATP-binding cassette drug transporters) transporteri.

1.18.Krvno-mozdana barijera

Brzina ulaska leka u CNS odredena je prolaskom kroz krvno mozdanu barijeru koja
sprecava ulazak jonizovanih jedinjenja. Ceo sistem raspodele leka je u ravnotezi sa
molekulima leka koji prolaze izmedu plazme 1 tkiva pri brzini koja je odredena
vaskularizacijom i liposolubilnos¢u. Poznato je da mali i liposolubilni molekuli prolaze kroz

KMB, dok mali i veliki hidrofilni molekuli zahtevaju aktivni transport.

Strukturno, krvno-mozdana barijera (KMB) je jednoslojni niz specijalizovanih,
mikrovaskularnih endotelnih ¢elija, koje su medusobno spojene ¢vrstim vezama i liSene

transcelularnih pora. Oko ovog kontinuiranog sloja kapilara nalazi se bazalna membrana i sloj
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pericita koji produkuju imunomodulisSu¢e supstance koje ucestvuju u imunom odgovoru
KMB.

Poseban zna¢aj KMB ima u prometu ¢elija iz krvi u mozdano tkivo i obratno, $to je
proces koji je prisutan i u patoloskim i fizioloSkim okolnostima. Danas, jos uvek nije
razjasnjeno kako pojedine Celije poseduju sposobnost prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru
kada se zna da je ona nepropustljiva za veliki broj malih molekula lekova veli¢ine do 400 kDa
(Mikov et al. 2004; Misra 2003).

Iz Kkrvi strane supstance se mogu transportovati kroz krvno-mozdanu barijeru na

sledec¢e nacine:

o Transcelularno (lipofilne supstace)

o Paracelularno

. Pomocu transportnih proteina

o Transcitozom posredovanom uz pomo¢ odredenih receptora
o Adsorptivnom transcitozom

° Putem efluksa
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Slika 1.18.1. Prikaz transporta kroz krvno-mozdanu barijeru

Izvor: Nacrtano uz pomo¢ ChemBioDraw Ultra 14.0 1 Powerpoint

1.19. In silico karakterizacija odabranih derivata Zu¢nih kiselina

Tokom ranijih perioda sinteze novih lekova razvojni put stvaranja novih bioloski
aktivnih jedinjenja je bio prilicno slozZen i1 usporen ¢injenicama da je stvarano mnogo novih
jedinjenja koja su nakon sinteze podvrgavana zahtevnim farmakoloSkim ispitivanjima da bi
rezultat bio odbacivanje oko 40% molekula zbog toksi¢nosti i loSih farmakokinetskih
parametara (Mahar et al., 2002; Luis et al., 2009; Lombardo et al.,2001). To je dovodilo do
utroSka velike koli¢ine sredstava i vremena, pri ¢emu se odbacivala polovina jedinjenja

dobijena na ovakav nacin(Bajorath et al., 2011;Klopman et al., 1992).

Savremeni pristup razvoja novih jedinjenja se ogleda u in silico pribavljanju $to veceg
broja informacija o molekulu novog leka koje bi mogle da zamene eksperimentalne podatke.
Na ovaj nacin mogu se predvideti jedinjenja koja ¢e imati zadovoljavajuca farmakoloska
svojstva ili ¢ak izdvojii molekuli sa najpozeljnijim karakteristikama iz serije ve¢ sintetisanih

jedinjenja. Takode, moze u napred biti utvrdeno kakve ¢ée posledice imati modifikacija
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strukture Cak 1 pre nego molekul bude sintetisan Sto dovodi so manjeg broja hemijskih
modifikacija i farmakoloskih ispitivanja jedinjenja (Winkler, 2002; Li et al., 2001,
Marjanovi¢ et al. 1983). Da bi kandidat mogao da se koristi kao lek, on treba da prode
odredeni put pri cemu se ispituju njegove osobine: u kojoj meri se resorbuje u digestivnom
traktu, kako se distribuira u organizmu, da li reaguje sa odredenim receptorima i na koji nacin
se eliminiSe iz organizma. Zapazeno je da postoji tesna veza izmedu strukture jedinjenja i
njegovog bioloskog ponasanja (Butina et al., 2002; Miller et al., 1988; Kaliszan et al., 1989).
Zahvaljuju¢i ovakvim Cinjenicama razvile su se metode koje mogu da predvide
farmakokinetske paramere kao i toksikoloske i fizicko-hemijske osobine jedinjenja na osnovu

baze eksperimentalno dobijenih podataka za ve¢ poznate molekule (Todeschini et al, 2000).

o QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships) na ovaj nadin se
prikazuju matemati¢ki modeli za odnos strukture jedinjenja i njihovih bioloskih svojstava koje

se mogu dobiti in vivo ili in vitro (Snyder et al., 1968).

o QSTR (Quantitative Structure-Toxicity Relationships) ovim se kvantifikuju

odnosi izmedu hemijske strukture molekula i toksikoloSkih podataka (Scott et al., 1975)

o QSPR (Quantitative Structure-Property Relationships) ovom metodom se na
osnovu strukture molekula predvidaju njegove fizicko-hemijske osobine (Collander R et al.,
1951)

1.20. Molekulski deskriptori

Molekulski deskriptori predstavljaju vrednosti kojima se karakteriSe ceo molekul ili
samo jedan njegov deo. Broj deskriptora eksperimentalnih (empirijskih) ili izracunatih
(neempirijskih) je veoma velik i krece se ¢ak do 3000 (Ferydoun et al., 2008; Randic, 1991,
Franklin et al., 1975; Gleeson et al., 2011) .

Molekulski deskriptori mogu biti:

o fizicko-hemijski (tu spadaju deskriptori koji utvrduju elektronske, hidrofobne 1

sterne efekte

. topoloski (predstavlja indeks konektivnosti)

24



o geometrijski parametri (izraCunavaju se iz specifi¢ne povrsine molekula)
o elektronski ( dobijaju se iz molekulsko-orbitalnih podataka)

o strukturni deskriptori (govore o ucestalosti pojavljivanja odredene strukture)

1.20.1. Particioni koeficijent

Jedan od najznacajnijih molekulskih deskriptora je particioni koeficijent (P) odnosno
njegov logaritam (logP). Particioni koeficijent pretstavlja meru raspodele neutralne forme
molekula izmedu 1-oktanola i vode, a odslikava meru lipofilnosti (hidrofobnosti) molekula
(Avdeef et al., 1992;Scott et al. 1977; Petrovi¢ et al., 1990). Zbog sli¢nosti ovog sistema sa
bioloSkom membranom dobija se njena najbolja aproksimacija. Lipofilnost nekog fizioloski
aktivnog jedinjenja je izuzetno vazna karakteristika doti¢nog molekula jer od ovog podatka
zavisi prolazak molekula kroz membrane, vezivanje za proteine plazme i interakcija sa
receptorima na mestu delovanja(Leo et al. 1971; Lombardo et al. 2000; Pidgeon et al., 1989)
. S obzirom da lipofilnost najvise zavisi od strukture samog molekula ispitivanja na zivim

organizmima nisu potrebna.
Postoji nekoliko metoda za odredivanje vrednosti particionog koeficijenta:

o Shake-flask metoda (metoda mucékanja) uz HPLC-UV detekciju je jedna od

najcesce koris¢enih metoda za odredivanje podeonog koeficijenta (Braumann et al, 1986).

. Potenciometrijska titracija koja se odnosi na prelazenje supstance koja je u
jonskom obliku iz vodene sredine u 1-oktanol. Ovo je dobar nacin za odedivanje podeonog
koeficijenta kod veoma hidrofilnih ili hidrofobnih molekula, a podrazumeva da supstanca
moze da jonizuje u vodenoj sredini (Miyake et al., 1987; Scott et al., 1980; Milojkovi¢ et al.
2000).

o Razli¢ite hromatografske metode koje podrazumevaju primenu Stacionarnih
mobilnih faza koje su posebno prilagodjene da bi najadekvatnije pretstavile raspodelu u
sistemu lipid/voda (Wildman et al., 1999)

In silico modeli za predvidanje logP oslanjaju se se na formiranju modela iz baze

podataka o ve¢ ispitivanim molekulima. Kompjuterski programi mogu da izarcunavaju
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vrednosti log P hidrofobne parametre na bazi razli¢itih modela od kojih su najznacajniji

(Rekker et al., 1998):
o Atomski bazirano predvidanje (AlogP, MlogP)

. Predvidanje bazirano na fragmentaciji molekula (ClogP) (Kellogg et al. 1992)

1.20.2. Deskriptori intestinalne apsorpcije

Stepen apsorpcije leka iz digestivnog trakta zavisi od njegove rastvorljivosti u
intestinalnim fluidima i njegovog transporta kroz intestinalne membrane. Smatra se da je
osnovni nacin apsorpcije lekova pasivna difuzija. Pasivan transport pretstavlja difuziju kroz
lipidni dvosloj pa i sama permeabilnost zavisi od lipofilnosti date supstance (Clark et al.,
2001; Lambert et al., 1993; Cserhati et al., 1993). Pored transcelularne, prisutna je i
paracelularna permeacija koja predstavlja difuziju kroz negativno naelektrisane tesne veze
izmedu epitelnih Celija creva, Sto znac¢i da se na ovaj nacin mali katjoni lako, a veliki anjoni
slabo apsorbuju. Danas se koriste razli€iti pristupi prilikom odredivanja pasivne intestinalne
apsorpcije molekula, §to omogucava da se ovi molekuli dalje klasifikuju na osnovu stepena

apsorpcije (Pearlman et al., 1987; Nasal et al., 2003).

Najvise se odreduje konstanta apsorpcije (ka), koja se opisuje kao odnos prirodnog
logaritma broja dva i poluvremena apsorpcije datog jedinjenja, osim toga Cesto se izrazava i

kao procenat apsorbovanog leka HIA:

koncentracija oralne doze—koncentracija izlucena iz organizma

HIA= x100

koncentracija oralne doze

1.20.3. Deskriptori distribucije (volumen distribucije, vezivanje za

proteine plazme i koeficijent raspodele izmedu krvi i mozga (logBB))

Farmakokinetski parametar koji se koristi za opisivanje veli¢ine distribucije leka o
organizmu se naziva volumen distribucije (Vd). Volumen distribucije predstavlja meru
raspodele leka izmedu plazme 1 tkiva. Najvazniji parametar koji uti¢e na disribuciju leka u

organizmu je lipofilnost molekula (Krueger-Thiemer et al., 1965).
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Jos jedan od faktora koji uti¢e na distribuciju leka u organizmu je i procenat vezivanja
leka za proteine plazme (PPB), a koji moze da se predstavi kao odnos koncentracije leka
vezanog za proteine plazme i ukupne koncentracije leka u plazmi i izrazava seu procentima.
Farmakolosko delovanje leka ne zavisi toliko od njegove ukupne koncentracije u plazmi, veé
viSe od koncentracije njegove slobodne frakcije koja stize do mesta delovanja, dok vezana
frakcija sluzi kao depo kojim se nadomeSc¢uje gubitak slobodnog leka razli¢itim putevima
njegove eliminacije. Stoga procenat vezivanja leka za proteine plazme predstavlja ¢inilac Koji
utice i na farmakokinetiku i na farmakodinamiku nekog leka (Lipinski et al., 2001;
Kratochwil et al., 2002).

Sposobnost vezivanja za proteine plazme je drugadija za svaki lek i za tu procenu
potrebno je uzeti u obzir i njegov fizicko-hemijski i farmakoloski profil. Koncentracija
slobodne frakcije leka leka u plazmi koja je potrebna da bi se ostvarilo farmakolosko
delovanje moZe Siroko da varira, dok koncentracije vece od ciljanih dovode do neZeljenih
efekata lekova. PPB pruza znacajne informacije tokom razvoja novog leka, jer se na osnovu
ovih vrednosti izratunava koncentracija slobodne frakcije molekula u plazmi zZivotinja i u vezi
sa tim se odreduje bezbedan rezim doziranja prilikom prelaska na ispitivanje na ljudima

(Pakovic-Sekulic et al., 2002, Nasal et al., 2003).

Sposobnost prolaska leka kroz hematoencefalnu barijeru je veoma vazno svojstvo za
sve lekove koji deluju na nervni sistem. Da bi ostvarili svoje farmakolosko dejstvo, mnogi
lekovi moraju imati sposobnost prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru. Modelovanjem,
moguce je predvideti ponasanje novih jedinjenja u odnosu na funkciju i transport kroz
hematoencefalnu barijeru (Modaa et al., 2007; Laznicek et al., 1995). Postoji set od pet
pravila koje je potrebno da zadovolje molekuli da bi uspeli da prodju kroz krvno-mozdanu

barijeru:

o Ukoliko zbir atoma azota i kiseonika (N+O) u nekom molekulu ima vrednost

manju ili jednaku 5, taj molekul ima odredene Sanse da prode kroz krvno-mozdanu barijeru

o Kada je vrednost ClogP — (N+0) > 0, tada postoji odrdena verovatnoca da ce i

logBB imati pozitivnu vrednost

o Pozeljno je da ukupna polarna povrsina molekula (Total Polar Surface Area —

TPSA) bude ispod odredene vrednosti. TPSA predstavlja sposobnost molekula da veze
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vodonik. Postoje dve grani¢ne vrednosti za maksimalnu vrednost povrSine: van de
Waterbeemd et al daju granicu od 90 A2 (van de Waterbeemd et al.,2003), dok Kelder et al
daju nesto nizi prag — 60-70 A2 (Kelder et al., 1999);

o Molekulska masa (MW) treba da ima vrednost ispod 450 kako bi prodor u
mozak bio laksi (van de Waterbeemd et al., 1998);

o Preporucljivo je da logD vrednost bude u opsegu 1-3
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

U istrazivanju su postavljeni sledeéi ciljevi:

1) Ispitati kako 3,7,12-triketo-5p-holanska kiselina i 3p3-hidroksi-12-keto-53-holanska
kiselina uticu na prolazak eritromicina i klindamicina u jetru, bubrege 1 mozak

eksperimentalnih Zivotinja.

2) Ispitati da li 3,7,12-triketo-5B-holanska kiselina ili 3p-hidroksi-12-keto-5p-
holanska kiselina pokazuje bolji efekat na prodornost eritromicina i klindamicina u jetru,

bubrege i mozak eksperimentalnih Zivotinja.

2.1. HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

1) Ocekuje se znacajno povecanje prodornosti eritromicina i klindamicina u jetru,
bubrege i mozak pod uticajem 3,7,12-triketo-5B-holanske kiseline i 3B-hidroksi-12-keto-5p-

holanske kiseline.

2) Ocekuje se da 3,7,12-triketo-5B-holanska kiselina omogucava znaajno vecu
prodornost eritromicina i klindamicina u jetru, bubrege i mozak u odnosu na 33-hidroksi-12-

keto-5B-holanska kiselina.
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3. MATERIJALI Il METODE

3.1. In vitro eksperimentalni deo

Ovaj eksperimentalni deo je prethodio in vivo ogledima koji su sprovedeni na
eksperimentalnim Zivotinjama i raden je sa ciljem da se utvrde tacnosti teorijskih hipoteza na
odabranom in vitro modelu kako bi se izbeglo sprovodenje invazivnih eksperimenata na

zivotinjama ukoliko to eticki ne bi bilo opravdano.

3.2. Nuklearno-magnetne (NMR) spektroskopske analize

3.2.1. Priprema rastvora za NMR

U ovom eksperimentalnom delu za istrazivanja su koriSéeni slede¢i makrolidni
antibiotici: azitromicin aglikon, azahomoeritromicin, dekladinozilazitromicin, eritromicin A,
azitomicin dihidrat 1 kliaritromicin. Ispitivane soli Zu¢nih kiselina su bile: natrijum holat
(NaC), natrijum deoksiholat (NaDC) i natrijum tauroholat (NaTC). Za pripremu rastvora za
NMR analizu koris¢en je HBSS (Hank’s balanced salt solution) medijum koji je najpre
liofilizovan i rastvoren u D,0O i koris¢en za pravljenje simulirane intestinalne te¢nosti u
uslovima gladovanja (FaSSIF) i Simulirane intestinalne te¢nosti posle uzimanja hrane
(FeSSIF) medijuma. Rastvori koji simuliraju intestinalne te¢nosti su pravljeni prema slede¢im

procedurama:

o FaSSIF: HBSS medijum, 19.45 mM glukoza, 10 mM HEPES, 3 mM NaTC,
0.75 mM lecithin

o FeSSIF: HBSS medijum, 19.45 mM glukoza, 10 mM HEPES, 15 mM NaTC,
3.75 mM lecitin

Prilikom ispitivanja interakcija izmedu makrolidnih antibiotika i Zucnih kiselina uz
pomo¢ NMR spektroskopije upotrebljavani su rastvori Zu¢nih kiselina u koncentracijama
iznad kriti¢ne micelarne (50-100 mM). U skladu sa ograni¢enom rastvorljivos¢u makrolida u
vodenom rastvoru koriS¢eni su zasi¢eni rastvori koji su pripremani rastvaranjem odgovarajuce

koli¢ine makrolida i sonifikacijom rastvora u trajanju od 20-30 minuta. Da bi se oslobodili
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preostlog nerastvorenog oblika antibiotika uzorak se centrifugiro, a teCna faza koristila za

dalje eksperimente (Glanzer et al., 2015)

3.2.2. Snimanje NMR spektara

Svi NMR eksperimenti su sprovedeni na 500 MHz Bruker Avance Il NMR

spektrometru na temperaturi od 298 K.

Da bi se odredio difuzioni koeficijent ispitivanih makrolidnih antibiotika koriS¢ena je

dvodimenzialna NMR tehnika DOSY (Diffusion Ordered Spectroscopy).

Kori$éena puls sekvenca je bila bipolarni puls par (BPP-LED - bipolar pulse pair
longitudinal eddy current delay) sa kalibracionim parametrima od 100 ms za difuziono vreme

i 2 ms za gradientni puls.

Za razliku od konvecionalnih eho stimulisanih eksperimenata bipolarni puls par je
kori$éen za smanjenje distorzija vrtloznih struja, a tokom dodatnog odlaganja magnetizacija je

ocuvana u z (uzduznom) pravcu omogucavajuci vrtloznoj struji da se izgubi.

3.2.3. Odredjivanje molekularne lipofilnosti putem tankoslojne

hromatografije

U ovom eksperimentalnom delu analizirano je hromatografsko ponaSanje sledecih
zuénith kiselina: deoksiholne, henodeoksiholne, ursodeoksiholne, taurodeoksiholne 1
hiodeoksiholne kiseline (Sigma, New Zeland, 98%). Takode, analizirani su i pojedini
predstavnici derivata zu¢nih kiselina koji sadrZe jednu ili vise keto grupa u sklopu svoga
molekula. 3a-hidroksi-12-okso-5p-holanska kiselina je sintetisana po proceduri koju je
ustanovio Miljkovic i saradnici (Miljkovic et al. 1996). 3a-hidroksi-7-okso-5p-holanska i 3a-
hidroksi-7,12-diokso-5p-holanska kiselina su pripremljeni prema postupku koji su uspe$no
izveli Tullar i saradnici (Tullar et al. 1951) dok je 3,7,12-triokso-5B-holanska kiselina
sintetisana prema postupku koji su opisali Fiser i Rajgopalan (Fieser and Rajagopalan, 1950).
U sintezi 12a-hidroksi-3,7-diokso-5p-holanske kiseline polazna komponenta je bio metil holat
koji je selektivno oksidisan sledeci proceduru koju su ustanovili Kuwada i saradnici (Kuwada
et al. 1949).
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Prilikom odredivanja hromatografskih parametara koriS¢ena je tehnika normalno
fazne tankoslojne hromatografije (NP TLC) i1 dva sistema razvijata toluen/etanol i
toluen/butanol gde su etanol i butanol posluzili kao modifikatori svojstava razvijaca i njihova

koncentracija je varirana u rasponu izmedu 5-35% (Posa et al. 2011)

3.3. In vivo eksperimentalni deo

U ogledu su koris¢eni zdravi odrasli laboratorijski pacovi muSkog pola soja Wistar,
telesne mase 200-300 grama Cije je poreklo iz uzgajaliSta oglednih Zzivotinja na
Vojnomedicinskoj akademiji u Beogradu. Tokom eksperimenta Zivotinje su boravile u
standardnim laboratorijskim uslovima na Zavodu za farmakologiju, toksikologiju i klinicku
farmakologiju, Medicinskog fakulteta u Novom Sadu na sobnoj temperaturi od 25 stepeni
Celzijusovih, sa ciklusom svetlost-tama po 12 sati i slobodnim pristupom hrani i vodi.

3.4. Plan istraZivanja

Tokom sprovodenja ovog eksperimentalnog dela doktorske disertacije koriS¢ena su
dva antibiotika: eritromicin kao predstavnik iz grupe makrolida i klindamicin kao predstavnik
iz grupe linkozamina. Zuéne kiseline kojima su tretirane eksperimentalne Zivotinje pripadaju
grupi keto derivata i dobijene su sintetskim putem u skladu sa procedurama (B. Staels
et.al 2009). Keto derivati su upotrebljavani iz razloga jer poseduju manju toksi¢nost u odnosu
na primarne Zucne kiseline sa ve¢im brojem hidroksilnih grupa. U skladu sa tim ovaj deo

istrazivanja je podljeno na dva dela:

o Prvi deo tokom kojeg je pracen prodor antibiotika u centralni nervni sistem pod

uticajem odabranih zu¢nih soli.

o Drugi deo tokom kojeg je pracena kinetika i apsorpcija antibiotika iz

digestivnog trakta pod uticajem odabranih Zucnih soli.

U prvom delu eksperimenata pracen je uticaj natrijumove soli 3B-hidroksi-12-keto-5p-
holanske kiseline i natrijumove soli 3,7,12-triketo-5B-holanske kiseline na prolazak
eritromicina i klindamicina u mozdano tkivo. Zivotinje su najpre anestezirane uretanom 4

mg/kg i krvni sudovi su preparisani pre inicijalne aplikacije leka. Eritromicin i klindamicin
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davani direktno u a. axillaris a uzorci su uzimani iz v. jugularis (150ul) u 30, 60, 150 i 240
sekundi od momenta apliciranja leka. Nakon toga Zivotinje su Zrtvovane kardiopunkcijom i
izvadeni su jetra, bubrezi i mozak. Organima je izmerena masa i izvrSena je podela mozdanog
tkiva na mali mozak, mozdano stablo, levu i desnu hemisferu, potom su uzorci propisano

skladiSteni na temperaturi od -20°C i ¢uvani za dalju laboratorijsku analizu.

1. kontrolna grupa (n=6): fizioloski rastvor 1ml/kg intra-arterijski u jednokratnoj
dozi

2. grupa (n=6): rastvor eritromicina 50mg/kg intra-arterijski u jednokratnoj dozi

3. grupa (n=6): rastvor klindamicina 50mg/kg intra-arterijski u jednokratnoj dozi

4. grupa (n=6): rastvor 12-monoketoholne kiseline 4mg/kg supkutano 30 minuta

pre intra-arterijske aplikacije rastvora eritromicina 50mg/kg u jednoj dozi

5. grupa (n=6): rastvor 12-monoketoholne kiseline 4mg/kg supkutano 30 minuta

pre intra-arterijske aplikacije rastvora klindamicina 50mg/kg u jednoj dozi

6. grupa (n=6): rastvor triketoholne kiseline 4mg/kg supkutano 30 minuta pre
intra-arterijske aplikacije rastvora eritromicina 50mg/kg u jednoj dozi

7. grupa (n=6): rastvor triketoholne kiseline 4mg/kg supkutano 30 minuta pre

intra-arterijske aplikacije rastvora klindamicina 50mg/kg u jednoj dozi

U drugom delu ecksperimenta pracena je kinetika apsorpcije eritromicina i
klindamicina iz digestivnog trakta u prisustvu odabranh derivata zu¢nih kiselina. Postojala su
dva nacina administracije antibiotika intra venski (i.v.) i per oralni (p.0.) dok su Zu¢ne soli
aplicirane supkutano (s.c.) 30 minuta pre primene leka. Uzorci krvi su uzimani 0, 5, 10, 20,
40, 60, 80, 120, 180, 240, 360, 420 1 600 minuti od momenta aplikacije leka. Zivotinje su
zrtvovane kardiopunkcijom i uzeti su im jetra, bubrezi i mozak ¢ije mase su odmerene i nakon

toga su propisno skladiSteni na temperaturi od -20°C.

1. kontrolna grupa (n=6): fizioloski rastvor 1ml/kg intra-venski u jednokratnoj
dozi

2. grupa (n=6): rastvor eritromicina 50mg/kg intra-venski u jednokratnoj dozi

3. grupa (n=6): rastvor klindamicina 50mg/kg intra-venski u jednokratnoj dozi
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4. grupa (n=6): rastvor 12MKH 4mg/kg supkutano 30 minuta pre intra-venske

aplikacije rastvora eritromicina 50mg/kg u jednoj dozi

5. grupa (n=6): rastvor 12MKH 4mg/kg supkutano 30 minuta pre intra-venske
aplikacije rastvora klindamicina 50mg/kg u jednoj dozi

6. kontrolna grupa (n=6): fizioloski rastvor 1ml/kg peroralno u jednokratnoj dozi

~

grupa (n=6): rastvor eritromicina 50mg/kg peroralno u jednokratnoj dozi
8. grupa (n=6): rastvor klindamicina 50mg/kg peroralno u jednokratnoj dozi

9. grupa (n=6): rastor 12MKH 4mg/kg supkutano 30 minuta pre peroralne

aplikacije rastvora klindamicina 50mg/kg u jednoj dozi

10.  grupa (n=6): rastor 122MKH kiseline 4mg/kg suputano 30 minuta pre peroralne
aplikacije rastvora eritromicina 50mg/kg u jednoj dozi

11.  grupa (n=6): rastvor TKA kiseline 4mg/kg supkutano 30 minuta pre intra-

venske aplikacije rastvora eritromicina 50mg/kg u jednoj dozi

12.  grupa (n=6): rastvor TKA kiseline 4mg/kg supkutano 30 minuta pre intra-

venske aplikacije rastvora klindamicina 50mg/kg u jednoj dozi

13.  grupa (n=6): rastor TKA Kkiseline 4mg/kg supkutano 30 minuta pre peroralne

aplikacije rastvora klindamicina 50mg/kg u jednoj dozi

14.  grupa (n=6): rastor TKA Kkiseline 4mg/kg supkutano 30 minuta pre peroralne

aplikacije rastvora eritromicina 50mg/kg u jednoj dozi
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Tabela 3.4.1. Grupe oglednih zivotinja kod intraarterijske aplikacije lekova

Tretman Broj Zivotinja
Fizioloski rastvor 1mg/kg 6
Eritromicin i.a. 50mg/kg 6
Klindamicin i.a. 50mg/kg 6
12MKH s.c. 4mg/kg 30 min pre 6
I.a. aplikacije eritromicina
12MKH s.c. 4mg/kg 30 min pre 6
I.a. aplikacije klindamicina
TKA s.c. 4mg/kg 30 min pre i.a. 6
aplikacije eritromicina
TKA s.c. 4mg/kg 30 min pre i.a. 6

aplikacije klindamicina

Ukupan broj/42

Tabela 3.4.2. Grupe oglednih Zivotinja kod intravenske aplikacije lekova

aplikacije klindamicina

_ Tretman Broj Zivotinja

Fiziolo§ki rastvor 1mg/kg 6

Eritromicin i.v. 50mg/kg 6

Klindamicin i.v. 50mg/kg 6

12MKH s.c. 4mg/kg 30 min pre i.v. 6
aplikacije eritromicina

12MKH s.c. 4mg/kg 30 min pre i.v. 6
aplikacije klindamicina

TKA s.c. 4mg/kg 30 min pre i.v. 6
aplikacije eritromicina

TKA s.c. 4mg/kg 30 min pre i.v. 6

Ukupan broj/42




Tabela 3.4.3. Grupe oglednih Zivotinja kod per os aplikacije lekova

Grupa Tretman Broj zivotinja
| Fizioloski rastvor 1mg/kg 6
1 Eritromicin per os 50mg/kg 6

111 Klindamicin per os 50mg/kg 6

v 12MKH s.c. 4mg/kg 30 min pre per 6
os aplikacije eritromicina

V 12MKH s.c. 4mg/kg 30 min pre per 6
os aplikacije klindamicina

Vi TKA s.c. 4mg/kg 30 min pre per 0s 6

aplikacije eritromicina
Vil TKA s.c. 4mg/kg 30 min pre per 0s 6

aplikacije klindamicina

Ukupno/42

3.5. Pripremanje rastvora klindamicina i eritromicina

Rastvori antibiotika su pripremani neposredno pre izvodenja eksperimenata ili
najranije 2h pre momenta aplikacije leka. Rastvori su izradivani u koncentraciji od 50 mg/ml

propisnim rastvaranjem supstance u destilovanoj vodi ili vodi za injekcije. Eritromicin i

klindamicin su ¢uvani na tamnom i suvom mestu pri temperaturi od 4°C.

3.6. Pripremanje rastvora Zucnih soli

Keto derivati zuénih soli su Cuvani u dobro zatvorenim posudama zasti¢eni od
direktnog dejstva suncevih zraka. Pripremanju rastvora se pristupalo neposredno pre ili
najranije 2h neposredno pre aplikacije. Rastvori su izradivani u koncentraciji od 4 mg/ml
rastvaranjem soli zZu¢nih kiselina u odredenom volumenu vode. S obzirom da su u pitanju

natrijumove soli derivata zu¢nih kiselina one se dobro rastvaraju u vodi.

3.7. Prikupljanje uzoraka za analizu

Tokom eksperimenata koji su izvodedeni na laboratorijskim zivotinjama sakupljani su
uzorci krvi i pojedini organi: jetra, bubrezi i mozak sa ciljem da se podvrgnu daljim

laboratorijskim analizama.
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3.7.1. Prikupljanje uzoraka krvi

Nakon intraarterijske primene leka u a. axillaris uzimani su uzorci krvi (150ul) iz v.
jugularis mikropipetom sa heparizovanim nastavcima u 30, 60, 150 i 240 sekundi od
momenta primene leka. Uzorci krvi su skladisteni u obelezene mikroepruvete i centrifugirani
tokom 10 minuta na 10 000 obrtaja. Nakon toga pipetirani su serumi i prenoseni u nove

obelezene mikroepruvete sa stalcima. Uzorci su Cuvani na temperaturi od -20°C do dalje

analize.

3.7.2. Prikupljanje uzoraka mozdanog tkiva

Mozdano tkivo nakon vadenja iz lobanje je disecirano na levu i desnu hemisferu,
mali mozak i mozdano stablo. Delovi mozga su odmeravani na analiti¢koj vagi i nakon toga
se pristupilo homogenizaciji uzorka koja se izvodi na homogenizatoru tipa Braun. Odmereni
delovi mozga su preneseni u staklene posude za homogenizaciju i na uzorke se dodavao
cetvorostruki volumen vode od njihove pojedinacne mase. Homogenizacija izvedena uz
pomo¢ Braun homogenizatora sa teflonskim klipom sa vremenom trajanja od 60 sekundi.
Homogenizovani uzorci se nakon toga prenose u obelezene epruvete i skladiste na temperaturi
od -20°C i na taj nacin ¢uvaju do dalje laboratorijske analize. Delovi homogenizatora koji su

bili u direktnom kontaktu sa samim uzorkom se ispiraju vodom i koncentrovanim etanolom i

suse neposredno pre svake upotrebe.

3.8. Te¢no-masena spektrometrija (LC-MS)

LC-MS je analiticka tehnika veoma Siroko rasprostranjena u farmakokinetickim
ispitivanjima farmaceutskih proizvoda i stoga najceS¢e upotrebljavana tehnika u oblasti
bioanalize. Ovom tehnikom je moguce dobiti rezultate o brzini eliminacije leka iz krvotoka
jetre, pojedinih organa i delova tela. Maseni spektrometar doprinosi skracenju vremena
trajanja analize i povecava oseteljivost i specifiénost izabrane metode. LC-MS tehnika je
danas Siroko rasprostranjena i1 u razli¢itim fazama oblasti razvoja lekova ukljucujuéi
mapiranje peptida, glikoproteina, analizi prirodnih proizvoda, in vivo analitici lekova i

njihovih metabolita, identifikaciji ne€istoca, kvantitativnoj bioanalizi i kontroli kvaliteta.

37



3.9. Priprema kolone za analiticku proceduru

U toku rada na LC-MS spektrometru koris¢ena je Zorbax ODS Solvent saver
(3,0x2150mm 5-micron) kolona sa ODS predkolonom (Zorbax; 20mm x 2.1 mm, 5 jam).. Pre
pocetka analize uzoraka kolona je ispirana mobilnom fazom do stabilizacije bazne linije i uz
delimi¢no povecéanje protoka od 100-300 ul /min. Nakon zavrSetka analitickih merenja kolona

je ispirana smeSom methanol voda u odnosu 1:1

3.10. LC-MS analiticka procedura koris¢ena u toku analize

koncentracije eritromicina u tkivima jetre, bubrega i mozga

Za analizu uzoraka tkiva jetre, bubrega i mozga koriS¢ena je ranije publikovana
metoda (Batt and Aga, 2005). Po istim principima radeno je i odredivanje koncentracije
eritromicina u tkivu jetre, mozga, bubrega i u serumu. KoriS¢ena je Zorbax ODS Solvent
saver (3,0x150mm 5-micron) kolona sa ODS predkolonom (Zorbax; 20mm x 2.1 mm, 5 jam).
Mobilna faza je za klindamicin i eritromicin bila ista sastojala od A: mravlje kiseline 0,1% i

vode i B: acetonitrila. Protok je iznosio 300ul/min-gradijent. Analiza je vrSena na 25 °C.

3.11. LC-MS analiti¢ka procedura Kkori$¢ena u toku analize

koncentracije klindamicina u tkivima jetre, bubrega i mozga

Odredivanje koncentracije eritromicina i klindamicina vrseno je na LC-MS uredaju po ranije
publikovanom metodu (Zarghi et al., 2003). Jednaki hromatografski uslovi su koris¢eni za
odredivanjekoncentracije leka u serumu i u mozdanom tkivu. Kori§¢ena je Zorbax ODS
kolona solvent saver (3,0x150mm, 5 mikron) sa ODS predkolonom (Zorbax; 20mm x 2.1
mm, 5um). Mobilna faza se sastojala od A: voda i 0,1% mravlja kiselina i B: acetonitril.

Protok je iznosio 300 pl/min. Analiza je vrSena na 25 °C.

3.12. Priprema uzoraka jetre, bubrega i mozga za LC-MS analize

Prilikom pripreme uzoraka uzimano je po 500 pul homogenata tkiva jetre, bubrega 1

mozga. Na pojedinac¢ne uzorke dodavano je po 2 ml hloroforma i uzorci su stavljani na vortex
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tokom 30 s. Nakon toga uzorci su centrifugirani na 3000 obrtaja u trajanju od 10 min da bi se
odvojilo po 150 pl hloroformskog sloja po uzorku. Potom je usledilo uparavanje na vodenom

kupatilu u struji azota. Upareni uzorci su rekonstituisani sa po 100 ul metanola.

3.13. Priprema uzoraka seruma za LC-MS analize

Uzorci seruma zivotinja kojima je davan eritromicin i1 klindamicin su pripremani na
isti na¢in. Odmeravano je po 40 ul seruma na koji je dodavano po 80 pl acetonitrila
predvidjenog za LC-MS. Uzorci su centrifugirani na 3000 obrtaja u trajanju od 10 min da bi

se odvajilo po 90 ul supernatanta nakon centrifugiranja.

3.14. PodeSavanje sastava mobilne faze

Mobilna faza se sastojala od dve komponente:
Komponenta A : voda + 0,1% mravlje kiseline
Komponenta B : acetonitril

Ovakva mobilna faza je koriS€ena prilikom analize uzoraka u kojima je detektovan
eritromicin 1 kod Zivotinja koje su dobijale klindamicin, a razlike su postojale samo u

gradijentu.

Tipi¢ni solvensi koji se koriste u LC-MS hromatografiji su voda acetonitril, metanol, etanol i
hloroform dok se pH vrednosti mobilne faze naj¢eS¢e podeSavaju primenom organskih
kiselina u niskim koncentracijama kao Sto su mravlja ili siréetna. Upotreba pufera koji sadrze
natrijumove jone se generalno izbegava jer mogu da dovedu do kontaminacije jonskog izvora.

Umesto njih se najcesce koriste: amonijum acetat, amonijum formijat i bikarbonat.
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3.14.1.Tabela Prikaz sastava mobilne faze koji je koris¢en prilikom za analizu uzoraka

zivotinja koje su dobijale eritromicin

ERITROMICIN

A B

90 10

90 10

80 20

5 95

90 10

90 10

3.14.1.Tabela Prikaz sastava mobilne faze koji je koriS¢en prilikom za analizu uzoraka

zivotinja koje su dobijale klindamicin

KLINDAMICIN

10

10

20

95

10

10
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4. REZULTATI

4.1.Vezivanje makrolidnih antibiotika za micele Zu¢nih soli

Informacije o interakciji makrolidnih antibiotika sa micelama zu¢nih soli mogu se
dobiti NMR titracionim merenjima. Na zabeleZenim protonskim (*H)NMR spektrima
dominira veliki signal koji potice od zucnih soli koje su pri merenjima koris¢ene u
koncentracijama od 50-100 mM dok je koncentracija makrolida u zasi¢enom rastvoru iznosila
od 1-2 mM. U tipi¢nim NMR studijama interakcija malih molekula sa micelama uglavnom se
koriste deuterizovani lipidi i deterdZenti S$to znacajno umanjuje pojavu kasnijih signala.
Nazalost Zu¢ne kiseline nisu dostupne u deuterizovanoj formi stoga sve informacije o
vezivaju makrolida za micele Zu¢nih soli morajau biti ekstrahovane iz snimljenih spektara.
Ovo je prva studija interakcije neobelezenih liganada sa nedeuterisanim micelama. Dodatak

zucnih soli dovodi do znacajnih promena u spektrima svih makrolidnih antibiotika (Slika 4).

A]\m M

32 30 28 26 & 'Hppm] 3.2 2.6 5 H [ppm]
Slika 4.1.a) 1D 1H NMR spektar azitromicin dihidrata u 100mM rastvoru natrijum holata

Svi intenzivni pikovi su obeleZeni sa B i pripadaju Zu¢nim solima dok je samo mali
deo od 2.2-3.4 ppm otvoren za analizu signala koji poticu od makrolidnih antibiotika oznacen
sa A. b) uvelian deo regiona izmedu 2.2-3.4 ppm gornjeg spektra (crveno) i poredjenja radi
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sa spektrom azitromicina u D,O (plavo). Isprekidana linija pokazuje pomeranje signala
slobodnog azitromicina u odnosu na azitromicin vezan za micele. ¢) Predstavlja uvelicanje
istog regiona od 2.2-3.4 ppm ali azitromicin aglikona u odsustvu (plavo) i prisustvu (crveno)
100mM natrijum holata.

Vezivanje za micele je indikovano razlikama u hemijskom pomeranju makrolida i
prosirenju signala kao posledice smanjene pokretljivosti unutar micela. Kod aglikona neki
pikovi su pomereni ali oblik signala je manje promenjen §to ukazuje na veoma labavu vezu sa
micelama. Za kvantitativno opisivanje sposobnosti vezivanja za micele zucnih soli ispitane su
mogucnosti vezivanja za ve¢ oformljene agregate Zucnih soli. Stoga su eksperimentalno
odredene vrednosti kriticne micelarne koncentracije (CMC) za ispitivane Zzucne soli zbog
velikih literaturnih varijacija za njihove vrednosti (8-20 mM za natrijum holat, 3-13 mM za
natrijum deoksiholat i 18 mM za natrijum tauroholat), a da bi se dobili ovi podaci u D,O kao
solvensu koris¢ena je DOSY spektroskopska metoda. Za ovu svrhu je difuzioni koeficijent
razli¢itih Zu¢nih soli odreden pri razli€itim koncentracijama. Na vrednosti CMC micele
pocinju da se formiraju i ukupni difuzioni koeficijent se smanjuje. U ovim eksperimentim su
dobijene vrednosti CMC za natrijum holat 11 mM, natrijum deoksiholat 4 mM i natrijum
tauroholat 9 mM koji su u rasponu objavljenih u literaturi. Ove vrednosti CMC mogu biti
objasnjene razmatranjem amfifilne prirode Zuc¢nih soli. Sto je veéi broj nepolarnih grupa
unutar molekula zuc¢nih soli to je manja rastvorljivost samih molekula a i nize vrednosti CMC.
Nedostatak hidroksilne grupe molekula deoksiholata i prisustvo taurina na natrijum
tauroholatu redukuje polarnost ovih molekula i stoga njihovu vrednst CMC. Da bi bilo
osigurano da se svi eksperimenti izvode na vrednostima iznad CMC za Zu¢ne soli kori$¢eni su
rastvori natrijum holata i natrijum deoksiholata u vrednosti 50 mM i 100 mM za natrijum
tauroholat. Zbog ogranicene rastvorljivosti koriS€eni su zasi¢eni rastvori makrolidnih
antibiotika. Stvarne vrednosti koncentracija makrolididnih antibiotika su dobijene poredenjem
NMR signala makrolidnih antibiotika i Zu¢nih kiselina poznatih koncentracija. Rastvorljivost
makrolidnih antibiotika se smanjuje slede¢im redosledom: Azitromicin aglikon >
dekladinozilazitromicin > eritromicin > azahomoeritrimicin > azitromicin > klaritromicin.
Rastvorljivost je sli¢na njihovoj polarnosti. Poc¢evsi od eritromicina i azahomoeritromicina sa
prosecnom hidrofobnos¢u proton na O6 i N9 je zamenjen metil grupom u klaritromicinu i
azitromicinu ¢ine¢i ih hidrofobnijim molekulima. Sa druge strane dva Secera kladinoza i

dezosamin su polarniji nego ostatak molekula. Uklanjanje Secera (dekadinozilazitromicina i
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azitromicin aglikona) povecava polarnost. Informacija o jafini vezivanja makrolidnih

antibiotika i micela Zu¢nih soli mogu se dobiti difuzionim merenjima.

U ovom ogledu difuzioni koeficijent makrolidnih antibiotika pretstavlja kombinaciju
difuzionog koeficijenta slobodnih antibiotika Dsi Dy i vezanih:
As Ab

DE:Df*E-I_Dh*E

Gde je De izmereni difuzioni koeficijent makrolidnih antibiotika, A, pretstavlja
molsku frakciju vezanih makrolida, a A¢ slobodnih. A; pretstavlja ukupan zbir makrolida u
rastvoru (A; = Apt+Ays). Ova matematicka formula je takode validna u slucaju sloli Zu¢nih

kiselina. Vrednost micelarnog difuzionog koeficijenta moze biti dobijena iz slede¢e formule:

Dmic= D (D Df ah A
mic = Db=|De 10" Amic

Ovde je koncentracija slobodnih molekula Zu¢nih soli (Af) vrednost njihove kriticne
micelarne koncentracije. Sa ovim informacijama Dpic se moze izraCunati za sledece Zucne
kiseline redom: 1.44 x 10™'° m%s, 1.21 x 10 m%s i 1.22 x 10" m?s za natrijum holat,
natrijum deoksiholat i natrijum tauroholat. Difuziona merenja svih isptivanih makrolidnih
antibiotika sa tri zucne kiseline pokazuju velike razlike izmedu slobodnog antibiotika i
antibiotika u smesi sa Zu¢nim kiselinama §to ukazuje na jaku interakciju i vezivanje makrolida
za micele Zu¢nih soli. Kod azitromicin aglikona 1 dekladinozilazitromicina nedostatak Secera
smanjuje veli¢inu njihovog molekula i povecava koeficijent difuzije slobodnog antibiotika.
Svi ostali makrolidi pokazuju sli¢na difuziona svojstva. Dodatak svake od tri navedene zu¢ne
soli ima sli¢an efekat na difuzioni koeficijent antibiotika. lako su difuzioni koeficijenti za
azitromicin aglikon 1 dekladinozilazitromicin drasticno smanjeni u prisustvu zu¢nih soli ovo
moze biti objasnjeno njihovom vecom polarnos¢u. Sa druge strane klaritromicin i azitromicin
imaju difuzioni Kkoeficijent veoma blizak difuzionom koeficijentu micela Zuénih soli $to
ukazuje na njihovo ¢vrs¢e vezivanje. Eritromicin i azahomoeritromicin se takode vezuju za

micele ali u manjem obimu ostaju slobodni u rastvoru.
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4.2. Poredenje vrednosti difuzionog koeficijenta ispitivanih

makrolidnih antibiotika

Eksperimentalno su odredivane vrednosti difuzionog koeficijenta: azitromicin
aglikona, dekladinozilazitromicina, eritromicina, azahomoeritromicina, azitromicina i
klaritromicina kao slobodnih molekula a nakon toga i u rastvorima u prisustvu odabranih soli

7zuénih kiselina.
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Grafikon 4.2.1. Difuzioni koeficijent slobodnog antibiotika (crno) i u prisustvu
natrijum holata (sivo). Horizontalna linije predstavlja Dyc vrednost za date antibiotike i

natrijum holat
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Grafikon 4.2.2. Difuzioni koeficijent slobodnog antibiotika (crno) i u prisustvu

natrijum deoksiholata (sivo). Horizotalna linije predstavlja Dpmic vrednost za date antibiotike i

natrijum deoksiholat
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Grafikon 4.2.3. Difuzioni koeficijent slobodnog antibiotika (crno) i u prisustvu
natrijum tauroholata (sivo). Horizotalna linije predstavlja D vrednost za date antibiotike i

natrijum tauroholat

Kvantitativni odnos o jacini vezivanja izmedu micela i liganada vrlo Cesto se izrazava
preko mol frakcionog particionog koeficijenta K, koji predstavlja odnos izmedu vezanog i
slobodnog liganda molekula. Moze se dobiti difuzionim merenjima slobodnog i vezanog

liganda (makrolida) za Zu¢ne micele.

Ab De - Dt

Kp=—-— —
P~ At ~ Dmic- De

Gde De, Ds i Dpmic se odnose na difuzione koeficijente antibiotika u Zzucnoj soli,
slobodnog antibiotika i slobodne micele zuc¢ne soli. Kod veoma ¢vrstog vezivanja antibiotika
za micele zu¢nih soli difuzioni koeficijen D, ima vrednost veoma blisku Dmic Sto ¢ini K,
vrednost skolnu gresci. Dakle, moze biti data samo gornja grani¢na vrednost. Ovo je slucaj za
azitromicin 1 klaritromicin u prisustvu holata i deoksiholata. Koriste¢i gornju granicu
standardne devijacije D, i donju granicu za D moguce je izraunati minimalnu vrednost za
Kp (>40 za ova dva antibiotika za NaC i NaDC).

Tabela 4.2.4.Molarni frakcioni particioni koeficijent NaC 100mM, NaDC 50mM and NaTC
50mM.

*Kp vrednosti iznad ~40 su nepouzdane zbog velike standardne devijacije

azithromycin | decladinosyl- | erythromycin azahomo- azithromycin | clarithromycin
aglycone azithromycin erythromycin
NaC | 1,82 +/- 004|322 +/- 012|494 +/- 064|660 +/- 0,63 >425* > 60.9*
NaDC [ 1,71 +/- 003|383 +/- 016|629 +/- 038|126 +/- 1,66 >68.2* >412*
NaTC |167 +/- 008|331 +/- 0,12|6,40 +/- 0,85|6,39 +/- 0022|747 +/- 053|210 +/- 872

Zbog veoma visoke polarnosti azitromicin aglikona odnos slobodnog i vezanog oblika
molekula je najnizi od svih testiranth makrolidnih antibiotika. Dodatak Secerne jedinice kod
dekladinozilazitromicina podize K, od 3-5. Eritromicin i azahomoeritromicin se vezuju ¢vrsto
za micele Zucnih soli samo 10-20% ostaje kao slobodan molekul. Prakti¢no sva kolii¢ina

azitromicina i klaritromicina je vezana za micele Sto donosi vrednost K, preko 40. Ovo moze
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biti objasnjeno njihovom hidrofobnos¢éu §to ¢ini rastvaranje molekula u vodenoj vazi

energetski nepovoljnim.
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Grafikon 4.2.5. Vrednosti molarnih frakcionih particionih  koeficijenata su
predstavljene graficki pri ¢emu se jasno vidi da tabelarno opisane vrednosti ne mogu biti

jasno definisane ukoliko dosezu iznos iznad 40

4.3. Vrednosti parametara molekularne lipofilnosti dobijenih

primenom normalno-fazne tankoslojne hromatografije (NP TLC)

Vrednosti retencionih konstanti su izraCunate prema slede¢oj formuli:
Rm=log(1/R¢-1)

gde R¢ predstavlja vrednost retencionog faktora. Rp, vrednosti linearno zavise od

vrednosti logaritma koncentracije organskog modifikatora u mobilnoj fazi prema relaciji:
Rm=Rn’+blogC

dok Rp’ predstavlja vrednost odsecka na y osi kada je koncentracija modifikatora

jednaka nuli, a b nagib linearne korelacije; specifi¢na hidrofobna povrsina supstance.
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Tabela 4.3.1. Vrednosti R’ i b u zavisnosti od sastava razvijata u NP TLC

hromatografiji.

Jedinjenje Run tollet R’ (tolibu) Btolret) B(tolrbu)
Deoksiholna kiselina 1,24 1,45 -0,69 -0,92
Henodeoksiholna kiselina 1,21 1,43 -0,71 -0,94
3a-hidroksi-12-okso-5B-holanska kiselina 1,05 1,24 -0,62 -0,80
3a-hidroksi-7-okso-5B-holanska kiselina 1,02 1,21 -0,6 -0,8
3a-hidroksi-7,12-diokso-5p-holanska kiselina 0,53 0,74 -0,27 -0,49
12a-hidroksi-3,7-diokso-5B-holanska kiselina 0,36 0,54 -0,21 -0,37
3,7,12-Triokso-5B-holanska kiselina 0,48 0,64 -0,28 -0,43
Hiodeoksiholna kiselina 1,08 1,22 -0,63 -0,81
Ursodeoksiholna kiselina 1,23 1,44 -0,72 -0,92

4.4. In silico vrednosti podeonog koeficijenta i korelacije njihovih

vrednosti sa vrednostima retencionih konstanti R’ i b

Logaritam podeonog koeficijenta, logP odreden je in silico, koris¢enjem razli¢itih platformi
dostupnih putem interneta (https://ilab.acdlabs.com/iLab2/, www.molinspiration.com i
http://preadmet.bmdrc.kr/adme/ ) kao i ChemBioDraw Ultra 14.0 i COSMOquick softvera.

Kori$¢eni softverski paketi se medusobno razlikuju prema razli¢itim algoritmima na kojima se

zasniva ra¢unanje vrednosti logP.

Tabela 4.4.1. Log P vrednosti dobijene in silico za razli¢ite Zu¢ne kiseline i njihove
derivate

Jedinjenje ClogP* logKqw) ACDIogP® milogP® SKlogP®
Deoksiholna kiselina (1) 4,51 3,82 4,66 4,25 3,86
Henodeoksiholna kiselina (2) 451 3,6 4,66 4,25 3,8
3a-hidroksi-12-0kso-5B-holanska kiselina (3) 4,11 3,39 4,08 4,06 3,81
3a-hidroksi-7-0kso-5B-holanska kiselina (4) 4,11 3,65 4,25 4,06 3,69
3a-hidroksi-7,12-diokso-5B-holanska kiselina (5) 2,36 2,76 2,22 2,96 2,622
12a-hidroksi-3,7-diokso-5p-holanska kiselina (6) 1,99 1,93 2,09 2,96 2,4
3,7,12-triokso-5pB-holanska kiselina (7) 2,33 2,38 1,77 2,77 2,41
Hiodeoksiholna kiselina (8) 4,51 3,6 5 4,25 3,79
Ursodeoksiholna kiselina (9) 4,51 3,8 4,66 4,25 3,8

a - ChemBioDraw Ultra 14.0

b - COSMOgquick
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https://ilab.acdlabs.com/iLab2/
http://www.molinspiration.com/
http://preadmet.bmdrc.kr/adme/

¢ - ACD/I-LAB
d - Molinspiration
e - PreADMET

Tabela 4.4.2. Zavisnost retencionog parametra b od softverski izraunatih logP pri
¢emu je koriS¢en toluen/etanol kao razvijac¢

2

b vs. logP Jednacina r p
b-ClogP b=0,324ClogP-0,09 0,95 4,18x10°
logK o) b=0,51l0gK ow)-0,534 0,924 2,17x°
ACDlogP b=0,266ACDIlogP+0,113 0,894 7,245x10°
milogP b=0,5milogP+1,9 0,985 6,25x10°®
SklogP b=0,98SKlogP+0,481 0,98 2,282x10”

Tabela 4.4.3.Zavisnost retencionog parametra b od softverski izraunatih logP pri
¢emu je kori§¢en toluen/butanol kao razvijac

2

b vs. logP Jednacina r p
b-ClogP b=0,026-0,204ClogP 0,96 1,47x10°®
b-IogK(O/W) b:0,303-0,3l8|0gK(0/W) 0,93 1,97X10_5
b-ACDlogP b=-0,168ACDlogP-0,097 0,91 3,671x10°
b-milogP b=0,547-0,34milogP 0,94 1,06x10°
b-SklogP b=0,4-0,333SklogP 0,94 7,42x10°®
Rmo 4
12 - Rmo =0,3195ClogP - 0,2582
R?=0,9803
{ J
1 .
0.8 1 ® Rmo ——Linear (Rmo)
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0 . . . . , ClogP
0 1 2 3 4 5

Slika 4.4.1. Korelacija izmedu vrednosti retencione konstante Rmo(m”et,) i
ClogP
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1,4

Rmo
1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

® Rmo

——Linear (Rmo)

i Rmo = 0,497LogK(o/w) - 0,6866 @®
R2 =0,9398 ’
L)
| °
0 1 2 3 4 5

logK(o/w)

Slika 4.4.2. Korelacija izmedu vrednosti retencione konstante Rmo(touet,)

i |OgK(o/W)

Rmo
1,2 -

04 -

0,2 -

Rmo = 0,2629ACDlogP - 0,0641
R?=0,9323

® Rmo

—— Linear (Rmo)

(2}

g ACDlogP

Slika 4.4.3. Korelacija izmedu vrednosti retencione konstante Rmo(tm_/et_) i
ACDlogP
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Rmo

1,2 Rmo = 0,5274milogP - 1,0703 e
R?=0,952

® Rmo

0,6 - —— Linear (Rmo)

o T T T T 1
0 1 2 3 4 5 milogP

Slika 4.4.4. Korelacija izmedu vrednosti retencione konstante Rmo(touet,) i
milogP

Rmo
1,2 - Rmo = 0,5218xSKlogP- 0,8387 @
R?=0,9595

® Rmo

0,6 1 ——Linear (Rmo)

0 1 2 3 4 5 SKlogP

Slika 4.4.5. Korelacija izmedu vrednosti retencione konstante Rmo(touet,) i
SKlogP
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4.5. Odredivanje vrednosti parametara pravila po Lipinskom

Pravilo Lipinskog ili "Pravilo pet" se odnosi na utvrdivanje svojstava lekova koja su
neophodna da bi doti¢ni molekuli mogli da se primene per 0s i pri tome ispune svoje
farmakolosko delovanje. Ispitivana supstanca treba da ispunjava minimalno tri Kriterijuma
ustanovljenih pravilom po Lipinskom da bi doslo do adekvatne apsorpcije, distribucije,

ekskrecije, kao i adekvatnog metabolizma (Ghose et al., 1999):

1. da ne sadrzi viSe od 5 donora vodonika (izrazava se kao suma OH- i NH-

grupa);
2. danema vise od 10 akceptora vodonika (izrazava se kao suma N i O);

3. daima molekulsku masu ispod 500 D;

4. da je izraCunato logP manje od 5

5. ako se kao deskriptor lipofilnosti koristi MlogP onda treba da je MlogP < 4,15

Prilikom utvrdivanja parametara ustanovljenih po Lipinskom na ispitivanjih 9
molekula zu¢nih kiselina i1 njihovih derivata ustanovljeno je da ni jedan molekul ne odstupa

od ovog pravila.

4.6. Vrednosti farmakokinetskih deskriptora utvrdenih in silico i

njihova korelacija sa retencionim parametrima

) Tabela 4.6.1. Vrednosti farmakokinetskih parametara dobijene primenom razli¢itih softvera

Jedinjenje logBB HIA% MDCK PPB% SP PE jejunum (cm/s) Vd(I/kg)
pH=6,5
1 -0,89 92.972705 0.294094 100.000000 -2.675 4.67x10™ 0,39
2 -0,88 92.972705 0.294094 100.000000 -2.675 4,72x10™ 0,39
3 -0,61 96.127093 0.284594  99.724290 -2.255 6,29x10™ 0,37
4 -0,6  96.127093 0.330546  96.790734 -2.430 6,32x10™ 0,38
5 -0,63 93.903841  0.44108  88.144062 -2.921 5,38x10™ 0,35
6 -0,62 93.903801 0.667141  86.596872 -3.199 5,46x10™ 0,35
7 -0,62 95.900496 0.711512  86.418210 -2.970 5.82x10™ 0,33
8 -0,88 92.972770 0.0724351 100.000000  -2.735 4,72x10™ 0,39
9 -0,88  92.9792  0.294094 100.000000  -2.675 4,72x10" 0,39
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In silico odredeni paraetri primenom softvera:
PreADMET(HIA-Human intestinal absorption, MDCK- in vitro MDCK cell permeability (Mandin Darby Canine Kidney),PPB-

Plasma Protein Binding,SP-Skin Permeability)
ACD/I-lab(LogBB-logaritam prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru, PE jejunum-prolazak u jejunum, Vd-volumen distribucije

Racunarskim putem dobijene vrednosti farmakokinetskih parametara su dalje
korelirane sa vrednostima retencionih konstanti Ry’ i b primenom viSestruke regresione
analize. Pri tome su ustanovljene visoke vrednosti korelacije ispitivanih parametara i opisane

nizom dobijenih jednacina koje govore u prilog tome.

LogBB= -0,515R " tolety -0,017TPSA-0,014Mw+6,879 (r*=0,792 ,F=11,17 ,p=0,012)
(Jednacina 4.6.1.)

MDCK=0,252R, O(touet) +0,028 TPSA-0,036V+11,95 (r*=0,684, F=6,785 ,p=0,0326)
(Jednacina 4.6.2.)

HIA%=-2,05Rm to1iety-0,155 TPSA-0,356 Mw-+249,355 (r’=0,961, F=67,844
,p=1,797x10") (Jednagina 4.6.3.)

SPZO,236Rm0(t0|/et)-0,03TPSA-0,032MW:12,19 (r*=0,79 ,F=11,064 ,p=0,012)
(Jednacina 4.6.4.)

PPB=5,086Rnm olet)’-0,52TPSA+0,452Mw-45,56 (r?=0,98 ,F=114,24 p=4,025x10")
(Jednacina 4.6.5.)

PPB=3,77R toibu)*+3,383TPSA-4,75Mw+1696,05 (r*=0,975 ,F=107,315 ,
p=5,86x10") (Jednacina 4.6.6.)

PPB=-25,95010/6y-0,013TPSA+90,89 (r*=0,96,F=92,19 ,p=3,13x10°®) (Jednatina
4.6.7))

PPB=-20,045bt0n)-0,246 TPSA+100,912 (r*=0,952 ,F=80,182 ,P=4,691x10"°)
(Jednacina 4.6.8.)

Vd=-0,011R torery+0,032TPSA-0,042Mw-+14,302 (r*=0,979 ,F=125,776
,p=3,966x10") (Jednacina 4.6.9.)
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Vd= -0,O7Rm0(t0|/bu)+0,031TPSA-O,04MW+13,833 (r*=0,978 ,F=119,29 ,p=4,518x10")

(Jednacina 4.6.10.)

Vd=-0,135Rn oey+0,001 TPSA+0,212 (*=0,827 ,F=20,096 ,p=0,002)

(Jednacina 4.6.11.)

Vd=-0,109R . toruy*+5,314x10+0,25 (r’=0,84 ,F=21,59 ,p=0,002) (Jednatina 4.6.12.)

Pejejunum:-2,367Rm0-9,441TPSA+9,89X10'5MW-0,031 (r*=0,831, F=14,165 ,p=0,007)

(Jednacina 4.6.13.)

Gde su TPSA-total polar surface area, Mw-molecular weight i V-volume of molecule.

Ove vrednosti su prikazane tabelarno, a izraCunate su primenom Molinspiration softvera.

Tabela 4.6.2. Predstavljene su in silico dobijene vrednosti TPSA, Mw i V

Jedinjenje TPSA Mw V
1 77,75 392,58 397,63
2 77,75 392,58 397,63
3 74,6 390,56 391,77
4 74,6 390,56 391,77
5 91,67 404,55 393,95
6 91,67 404,55 393,95
7 88,51 402,53 388,09
8 71,75 392,58 397,63
9 77,75 392,58 397,63
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vSdlL

PEj

Slika4.6.1. Model viSestruke regresione analize PE jejunum sa TPSA 1 Rmo(touet)
(Izvor OriginPro 2016)

Slika4.6.2. Model viSestruke regresione analize HIA sa TPSA 1 Rmo(touet)
(Izvor OriginPro 2016)
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4.7. Vrednosti nivoa eritromicina u krvi nakon intra-arterijske

aplikacije leka

Prilikom i.a. aplikacije eritromicina uzorci Krvi su uzimani iz v. jugularis u slede¢im

vremenskim intervalima: neposredno nakon same aplikacije leka, 30s nakon uzimanja prvog

uzorka, 60s, 150s i 240 s nakon uzimanja prvog uzorka krvi. Vrednosti koncentracije leka u

doti¢nim vremenimskim intervalima su prikazane tabelarno.

Tabela 4.7.1.Vrednosti eritromicina u krvi nakon i.a. aplikacije izraZene u mcg/ml

Neposredno 30s od momenta  60s od momenta 150s od 240 sekundi od
nakon aplikacije aplikacije aplikacije momenta momenta
leka aplikacije aplikacije
1,367 50,280 16,096 11,660 12,402
1,819 2,614 4,160 3,526 2,643
1,070 6,443 4,268 4,197 3,818
1,319 1,906 3,747 8,015 4,753
3,391 4,001 4,568 3,185 2,898
1,233 4,703 3,211 3,220 2,863
1,700 11,658 6,008 5,634 4,896 Prose¢na

vrednost

Tabela 4.7.2. Vrednosti eritromicina u krvi nakon prethodne primene natrijumove soli

TKA kiseline izrazene u mcg/ml

Neposredno 30s od momenta  60s od momenta 150s od 240 sekundi od
nakon aplikacije aplikacije aplikacije momenta momenta
leka aplikacije aplikacije
1,362 3,470 7,615 5,281 5,693
1,857 19,068 17,235 6,325 6,660
1,735 3,866 4,947 4,124 4,221
2,747 11,579 26,285 12,374 9,322
2,639 4,223 3,166 3,028 3,113
3,721 4,486 5,693 7,374 3,954
2,343 7,782 10,823 6,418 5,494 Prosec¢na

vrednost
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Tabela 4.7.3. Vrednosti eritromicina u krvi nakon prethodne primene natrijumove soli
12MKH kiseline izrazene u mecg/ml

Neposredno 30s od momenta  60s od momenta 150s od 240 sekundi od
nakon aplikacije aplikacije aplikacije momenta momenta
leka aplikacije aplikacije
4,271 5,645 4,889 9,204 7,490
2,541 4,490 5,615 6,144 2,917
1,797 25,936 28,036 36,302 10,479
0,864 5,572 14,702 - 8,723
- 80,251 59,816 33,124 26,798
3,977 6,784 6,708 5,654 4,447
Prosec¢na
2,690 21,446 19,961 18,086 10,142 vrednost

4.8. Vrednosti nivoa eritromicina u krvi nakon intra-venske aplikacije

leka

Nakon i.v. administracije eritromicina uzimani su uzorci krvi u slede¢im vremenskim
intervalima: neposredno nakom aplikacije leka, u 5 min, 10 min, 20 min, 40 min, 60 min, 90
min, 120 min, 180 min, 240 min i 360 min od momenta primene leka. Vrednosti
koncentracija eritromicina u uzorcima krvi su predstavljene tabelarno u zavisnosti od trenutka

primene leka kao i u zavisnosti od primenjene zu¢ne kiseline.
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Slika 4.8.1. Promene koncentracija eritromicina u krvi prilikom i.v. aplikacije

eritromicina
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eritromicina nakon prethodne s.c. administraciie natriitumove soli TKA
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Slika 4.8.3. Promene koncentracija eritromicina u krvi prilikom i.v. aplikacije
eritromicina nakon prethodne s.c. administracije natrijumove soli 122MKH

4.9. Vrednosti nivoa eritromicina u krvi nakon per os primene leka

Najve¢im delom apsorbcija zu¢nih kiselina u intestinumu se odvija zahvaljuju¢i aktivnom
transport putem apikalnog natrijum zavisnog transportera za Zucne kiseline (SLC10A2),
putem ilealnog vezujuceg proteina za zucne kiseline (IBABP) i1 organskih Zu¢nih transportera
(OSTo/B). Mutacije kod SLC10A2 gena dovode do malapsorbcije zucnih kiselina kod ¢oveka.
Porde toga S$to imaju ulogu u varenju masti 1 apsorbciji liposolubilnih vitamin, poslednje
studije ukazuju da Zucne kiseline ostvaruju znaajan uticaj kao signalni molekuli 1 kao

transporteri za pojedine lekove i ksenobiotike (M. Miyata, 2011).
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Slika 4.9.1.Promene koncentracija eritromicina u krvi prilikom per os
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Slika 4.9.2. Promene koncentracija eritromicina u krvi prilikom per os aplikacije
eritromicina nakon prethodne s.c. administracije natrijumove soli TKA
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Slika 4.9.3. Promene koncentracija eritromicina u krvi prilikom per os aplikacije
eritromicina nakon prethodne s.c. administracije natrijumove soli 12 MKH

4.10. Vrednosti nivoa klindamicin u krvi nakon intra-arterijske

primene leka

Tabela 4.10.1.Vrednosti klindamicina u arterijskoj krvi izraZene u mcg/ml

Neposredno 30s od momenta  60s od momenta 150s od 240 sekundi od
nakon aplikacije aplikacije aplikacije momenta momenta
leka aplikacije aplikacije
0,724 6,240 3,123 2,402 2,534
0,240 2,704 1,814 1,693 1,092
0,331 2,848 5,995 2,527 1,840
0,471 2,889 5,832 4,774 3,271
0,718 1,949 1,028 2,218 1,235
Prosec¢na
0,497 3,326 3,658 2,723 1,994 vrednost
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Tabela 4.10.2. Vrednosti klindamicina u krvi nakon prethodne primene natrijumove

soli TKA kiseline izrazene u mcg/ml

Neposredno 30s od momenta  60s od momenta 150s od 240 sekundi od
nakon aplikacije aplikacije aplikacije momenta momenta
leka aplikacije aplikacije
0,772 1,117 0,391 1,310 3,895
0,111 0,065 0,392 0,871 0,054
1,588 1,933 2,564 2,203 1,814
0,027 0,057 0,065 0,049 0,273
0,816 0,670 0,554 0,350 0,442
0,989 0,528 0,468 0,646 0,995
Prosecna
0,717 0,728 0,739 0,905 1,246 vrednost

Tabela 4.10.3. Vrednosti klindamicina u krvi nakon prethodne primene natrijumove

soli MKH kiseline izrazene u mcg/ml

Neposredno 30s od momenta  60s od momenta 150s od 240 sekundi od
nakon aplikacije aplikacije aplikacije momenta momenta
leka aplikacije aplikacije
- 1,146 3,203 - 3,086
0,572 - - - -
2,113 0,896 1,662 3,812 2,991
- 0,791 3,788 1,339 1,705
- 2,197 1,644 3,172 6,015
Prosec¢na
1,342 1,257 2,574 2,774 3,449 vrednost
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4.11. Vrednosti nivoa klindamicina u krvi nakon intra-venske

primene leka
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Slika 4.11.1. Promene koncenracija klindamicina u krvi prilikom i.v. aplikacije

eritromicina
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Slika 4.11.2. Promene koncentracija klindamicin u krvi prilikom i.v. aplikacije
klindamicina nakon prethodne s.c. administracije natrijumove soli TKA
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Slika 4.11.3. Promene koncentracija klindamicina u krvi prilikom i.v. aplikacije
klindamicina nakon prethodne s.c. administracije natrijumove soli 12MKH

4.12. Vrednosti nivoa klindamicina u krvi nakon per os primene leka
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Slika 4.12.2.Promene koncentracija klindamicina u krvi prilikom per os aplikacije
klindamicina nakon prethodne s.c. administracije natrijumove soli TKA
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Slika 4.12.3.Promene koncentracija klindamicina u krvi prilikom per os aplikacije
klindamicina nakon prethodne s.c. administracije natrijumove soli 12MKH
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4.13. Koncentracije eritromicina u moZdanom tkivu nakon intra-

arterijske primene leka

Tokom poslednje dekade ispitivanja uticaja Zucnih kiselina na transportne procese u

¢ovekovom organizmu doslo je do znaajnih konstatacija u pogledu njihovog uticaja na

krvno-mozdanu barijeru. Zapazeno je da pojedine ispitivane zucne kiseline ostvaruju ulogu u

povecanju prokrvljenosti krvnih sudova mozga i imaju izvesnu neoroprotektivnu ulogu. U
vezi sa time otvoreno je novo poglavlje ispitivanja uticaja zZu¢nih kiselina na promenu

permeabilnosti krvno-mozdane baijere $to bi omogucilo i transport lekova sa ogranicenom

moci prolaska kroz ovu kompleksnu barijeru ¢ovekovog organizma (Cho et al., 2015)

Tabela 4.13.1.Vrednosti eritromicina u delovima mozga nakon i.a. primene
eritromicina izrazene u mcg/ml
Leva hemisfera Desna hemisfera Mozdano stablo Mali mozak

3,219 2,56 7,024 7,714

1,650 1,82 1,122 1,910

2,300 1,536 1,231 1,482

2,241 1,795 1,642 1,882

1,362 1,224 1,389 0,952

0,965 0,622 0,89 1,320

3,219 2,56 7,024 7,714
Prosecna

1,956 1,593 2,216 2,543 vrednost

0,644686 0,421869 5,610974 6,545895 Varijansa
Standardna

0,802924 0,649514 2,368749 2,558495 devijacija

66




Tabela 4.13.2.Vrednosti eritromicina u delovima mozga nakon i.a. primene
eritromicina 20 min nakon s.c. administracije TKA izrazene u mcg/ml

Leva hemisfera Desna hemisfera Mozdano stablo Mali mozak
4,58 4,103 4,666 3,987
12,364 10,887 9,334 12,331
7,299 10,372 6,546 3,155
11,432 6,754 5,556 6,142
0,659 0,216 0,222 0,213
6,184 3,155 4,337 1,510
4,58 4,103 4,666 3,987
Prosecna
7,086 5,915 5,110 4,556 vrednost
19,037 17,734 8,958 18,678 Varijansa
Standardna
4,363162 4211133 2,993032 4,321788 devijacija

Tabela 4.13.3.Vrednosti eritromicina u delovima mozga nakon i.a. primene
eritromicina 20 min nakon s.c. administracije 12MKH izrazene u mcg/ml

Leva hemisfera Desna hemisfera Mozdano stablo Mali mozak
1,565 1,170 0,944 0,914
1,997 2,133 2,651 2,443
2,776 1,495 2,553 2,527
3,157 1,245 1,830 3,127
Prosecna
2,185 1,768 1,706 2,511 vrednost
0,471791 0,314197 0,584195 1,644614 Varijansa
Standardna
0,68687 0,560533 0,764327 1,282425 devijacija
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4.14.Koncentracije eritromicina u moZdanom tkivu nakon intra-

venske primene leka

Tabela 4.14.1.Vrednosti eritromicina u delovima mozga nakon i.v. primene izrazene u

mcg/ml
Leva hemisfera Desna hemisfera Mozdano stablo Mali mozak
0,293 0,264 0,355 0,283
0,215 0,193 0,324 0,176
0,163 0,142 - 0,267
0,157 0,199 0,276 0,165
0,414 0,320 0,428 0,308
0,387 0,290 0,388 -
0,293 0,264 0,355 0,283
Prosecna
0,272 0,235 0,354 0,240 vrednost
0,012375 0,004568 0,003427 0,004237 Varijansa
Standardna
0,111244 0,06759 0,058538 0,06509 devijacija

Tabela 4.14.2.Vrednosti eritromicina u delovima mozga nakon i.v. primene (izrazene u
mcg/ml) 20 min nakon s.c. administracije TKA

Leva hemisfera Desna hemisfera Mozdano stablo Mali mozak

0,591 0,379 - 0,302
0,449 0,412 0,364 0,298
0,467 0,552 0,448 0,490
0,656 0,587 0,510
0,498 0,361 0,402 0,497
0,556 0,534 0,502 0,708
0,591 0,379 - 0,302

Prosecna

0,512 0,482 0,461 0,467 vrednost

0,003581 0,013591 0,007654 0,023459 Varijansa

Standardna

0,059844 0,116581 0,087486 0,153164 devijacija
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Tabela 4.14.3.Vrednosti eritromicina u delovima mozga nakon i.v. primene (izraZzene u
mcg/ml) 20 min nakon s.c. administracije 122MKH

Leva hemisfera Desna hemisfera Mozdano stablo Mali mozak
0,295 0,257 0,319 0,205
0,266 0,189 0,296 0,198
0,329 0,236 0,376 0,316
0,286 0,279 0,326 0,277
0,241 0,245 0,378 0,342
0,222 0,214 0,298 0,201
0,295 0,257 0,319 0,205
Prosecna
0,273 0,237 0,332 0,256 vrednost
0,001489 0,001022 0,001341 0,004063 Varijansa
Standardna
0,038588 0,031961 0,036624 0,063742 devijacija

4.15.Koncentracije eritromicina u mozdanom tkivu nakon per os

primene leka

Tabela 4.15.1.Vrednosti eritromicina u delovima mozga nakon per o0s primene

izrazene u meg/ml

Leva hemisfera Desna hemisfera MozZdano stablo Mali mozak
0,522 0,505 0,649 0,555
0,574 0,633 0,591 0,673
0,546 0,573 0,499 0,578
0,626 0,656 0,576 0,583
0,565 0,613 0,624 0,683
0,649 0,668 0,653 0,662
0,522 0,505 0,649 0,555
Prosecna
0,580 0,608 0,599 0,622 vrednost
0,002318 0,003689 0,003331 0,003185 Varijansa
Standardna
0,04815 0,060741 0,057711 0,056435 devijacija
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Tabela 4.15.2.Vrednosti eritromicina (izrazene u mcg/ml) u delovima mozga nakon

per os primene uz predhodnu administraciju TKA s.c.

Leva hemisfera Desna hemisfera Mozdano stablo Mali mozak
0,686 0,593 0,638 0,635
0,639 0,541 0,619 0,600
0,613 0,565 0,537 0,553
0,577 0,546 0,612 0,552
0,621 0,619 0,525 0,553
0,592 0,680 0,693 0,756
0,686 0,593 0,638 0,635
Prosecna
0,621 0,591 0,604 0,608 vrednost
0,001489 0,002773 0,004016 0,006406 Varijansa
Standardna
0,038581 0,052663 0,06337 0,080038 devijacija

Tabela 4.14.1.Vrednosti eritromicina (izrazene u mcg/ml) u delovima mozga nakon
per os primene uz predhodnu administraciju 12MKH s.c.

Leva hemisfera Desna hemisfera Mozdano stablo Mali mozak
0,538 0,557 0,563 0,564
0,531 0,553 0,631 0,522
0,548 0,610 0,555 0,696
0,630 0,695 0,656 0,662
0,547 0,564 0,568 0,626
0,589 0,599 0,596 0,611
0,538 0,557 0,563 0,564
Prosecna
0,564 0,596 0,595 0,613 vrednost
0,001469 0,002903 0,001677 0,004055 Varijansa
Standardna
0,038328 0,053883 0,040946 0,063682 devijacija
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4.16.Koncentracije klindamicina u mozdanom tkivu nakon intra-

arterijske primene leka

Tabela 4.16.1.VVrednosti klindamicina u mozgu nakon i.a. primene izrazene u mcg/ml

Leva hemisfera Desna hemisfera Mozdano stablo Mali mozak
0,080 0,073 0,077 0,033
0,208 0,190 1,010 0,110
3,330 0,650 0,560 0,172
1,220 4,420 0,420 0,110
2,110 5,410 0,440 0,220
0,000 0,000 0,000 0,000
1,390 2,149 0,501 0,129 Prosecna
vrednost
1,806483 6,006682 0,132473 0,00678 Varijansa
1,344055 2,450853 0,363969 0,082342 Standardna
devijacija

Tabela 4.16.2.Vrednosti klindamicina u delovima mozga nakon i.a. primene
klindamicina 20 min nakon s.c. administracije TKA izraZene u mcg/ml

Leva hemisfera Desna hemisfera Mozdano stablo Mali mozak
- 4,216 3,003 0,129
8,231 4,113 0,316 1,091
0,452 0,022 0,011 -
0,045 5,221 7,621 0,637
7,111 6,805 15,390 1,296
0,348 5,123 5,090 1,226
- 4,216 3,003 0,129
3,238 4,250 5,238 0,730 Proseéna vrednost
16,55983 5,226102 33,06036 0,319909 Varijansa
3,872308 2,286067 5,749814 0,565605 Standardna devijacija
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Tabela 4.16.3.Vrednosti klindamicina u delovima mozga nakon i.a. primene
klindamicina 20 min nakon s.c. administracije 12MKH izrazene u mcg/ml

Leva hemisfera Desna hemisfera Mozdano stablo Mali mozak
6,791 0,810 4,126 0,334
1,104 6,214 3,879 0,778
0,679 6,322 1,540 1,012
4,343 4,332 5,634 3,241
6,791 0,810 4,126 0,334
1,104 6,214 3,879 0,778
0,679 6,322 1,540 1,012
3,229 4,420 3,795 1,341 Prosecna
vrednost
8,314907 6,625412 2,861337 1,683385 Varijansa
2,883558 2,573988 1,691549 1,297453 Standardna
devijacija

4.17.Koncentracije klindamicina u mozdanom tkivu nakon intra-

venske primene leka

Tabela 4.17.1.Vrednosti klindamicina u mozgu nakon i.v. primene izrazene u mcg/ml

Leva hemisfera Desna hemisfera Mozdano stablo Mali mozak

- - - 0,001

0,538 0,469 0,389 0,122

0,328 0,335 0,321 0,142

- - - 0,001

0,433 0,402 0,355 0,088 Prosecéna vrednost
0,022056 0,008952 0,002318 0,005777 Varijansa

0,233242 0,225094 0,195996 0,068267 Standardna devijacija
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Tabela 4.17.2.Vrednosti klindamicina u delovima mozga nakon i.v. primene (izrazene u
mcg/ml) 20 min nakon s.c. administracije TKA

Leva hemisfera Desna hemisfera Mozdano stablo Mali mozak
5,540 6,669 0,740 0,171
6,662 5,551 0,341 0,081
7,214 6,005 5,337 0,576
6,331 5,632 4,261 1,482
7,332 6,019 5,515 1,514
Prosec¢na
6,550 5,021 2,701 0,640 vrednost
0,448517 5,62269 6,791662 0,480054 Varijansa
Standardna
0,669714 2,371221 2,606082 0,692859 devijacija

Tabela 4.17.3.Vrednosti klindamicina u delovima mozga nakon i.v. primene (izrazene u
mcg/ml) 20 min nakon s.c. administracije 12MKH

Leva hemisfera Desna hemisfera Mozdano stablo Mali mozak

5,832 5,021 - -

7,441 6,889 5,112 0,776

6,998 8,266 2,131 0,340

5771 4,449 4,998 0,446

6,111 5,333 9,583 1,112

5,668 0,262 0,439 0,399

5,832 5,021 - -

6,304 5,037 4,452 0,615 Prose¢na

vrednost
0,544604 7,418216 12,13886 0,105988 Varijansa
0,737973 2,72364 3,607657 0,384359 Standardna
devijacija

4.18.Koncentracije klindamicina u mozZdanom tkivu nakon per os

primene leka

Prilikom analize vrednosti koncentracija klindamicina u mozdanom tkivu nakon per os
administracije leka uo€eno je da nema promene propustljivosti krvno-mozdane barijere prema
ovom molekulu u pojedine kompartmane mozga $to je 1 u skladu sa ranije publikovanim
rezultatima (Nau et al., 2010). Nakon s.c. administracije TKA uoceno je da se propustljivost

hematoencefalne barijere za ovaj lek izmenila i to za sledeée delove: levu hemisferu,
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mozdano stablo i mali mozak. Pri ¢emu su detektovane koncentracije imale najviSu vrednost
za levu mozdanu hemisferu. Nakon s.c. primene 12 MKH takode je uoceno prisustvo izvesnih
koncentracija ovog antibiotika i to u levoj hemisferi i mozdanom stablu kao kompartmanima.

Najvise vrednosti koncentracija postignute su u mozdanom stablu.

0,6 -
0,5 -
0,4 -
mLH
0,3 - DH
m MS
0,2 - MM
0,1 -
0 T T

klindamicin  Klindamicin+TKA Klindamicin+12MKD

Grafikon 4.18.1Vrednosti koncentracije klindamicina u mozdanom
tkivu nakon per os primene leka
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4.19. Koncentracije eritromicina u tkivu bubrega nakon intra-

arterijske aplikacije leka

57
56,5
56
55,5
55

54,5

Koncentracije

54
53,5
53

52,5

56,41724676

55,67255771

53,92315247

Eritromicin Eritromicin+TKA Eritromicin+12MKD B Bubrezi

Grafikon 4.19.1 Vrednosti koncentracije eritromicina u tkivu bubrega nakon i.a.

primene leka
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4.20. Koncentracije eritromicina u tkivu bubrega nakon intra-venske

aplikacije leka

0,3

0,26788603
0,253968427

0,25

je

0,190614018

Koncentraci

0,05

Eritromicin Eritromicin+TKA Eritromicin+12MKD W Jetra

Grafikon 4.20.1. Vrednosti koncentracije eritromicina u tkivu bubrega nakon i.v. primene
leka
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4.21. Koncentracije eritromicina u tkivu bubrega nakon per os

aplikacije leka

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

Koncentracije

0,1

Grafikon 4.21.1
leka

0,540824353

0,249243921 0,22586717

Eritromicin Eritromicin+TKA Eritromicin+12MKD M Bubrezi

Vrednosti koncentracije eritromicina u tkivu bubrega nakon per os primene

4.22. Koncentracije eritromicina u tkivu jetre nakon intra-arterijske

aplikacije leka

43

Koncentracije

44,35722829

43,63300117

42,1805612

Eritromicin Eritromicin+TKA Eritromicin+12MKD MW Jetra

Grafikon 4.22.1 Vrednosti koncentracije eritromicina u tkivu jetre nakon i.a.

primene

leka
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4.23. Koncentracije eritromicina u tkivu jetre nakon intra-venske

aplikacije leka

6,316039674

Koncentracije

1,073312744 1,109074863

Eritromicin Eritromicin+TKA Eritromicin+12MKD W Jetra
Grafikon 4.23.1. Vrednosti koncentracije eritromicina u tkivu jetre nakon i.v.

primene leka

4.24. Koncentracije eritromicina u tkivu jetre nakon per os aplikacije

leka

0,3

0,26788603

0,253968427
0,25

0,2 0,190614018

0,15

Koncentracije

0,1

0,05

Eritromicin Eritromicin+TKA Eritromicin+12MKD W Jetra

Grafikon 4.24.1. Vrednosti koncentracije eritromicina u tkivu jetre nakon per
0s primene leka
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5. DISKUSIJA

5.1. Interakcija makrolidnih antibiotika sa Zu¢nim solima ispitivana u

in vitro eksperimentalnim uslovima

Prilikom proucavanja sposobnosti interakcije Zucnih kiselina sa makrolidnim
antibioticima koriS¢ena je dvodimenzionalna NMR tehnika. Ovom tehnikom se podaci
predstavljaju u prostoru definisani sa dve frekvencijske ose umesto jedne. Dvodimenzionalne
NMR tehnike su posebno korisne u radu sa strukturama komplikovanih molekula kod kojih se
jednodimenzionalne tehnike ne mogu tako uspesno koristiti. Prilikom pracenja interakcije
makrolidnih antibiotika sa micelama zu¢nih soli zabelezeno je znacajno hemijsko pomeranje
signala u spektru slobodnog azitromicina u odnosu na azitromicin u prisustvu micela zu¢nih
soli Sto ukazuje na postojanje vezivanja molekula makrolidnih antibiotika sa nagradenim
micelama zucnih soli. Kod azitromicin aglikona postoji zabelezeno hemijsko pomeranje
unutar spektra a da pri tome sam oblik signala nije znacajno promenjen $to govori u prilog
tome da u ovom slucaju interakcija odnosno vezivanje molekula makrolida za micele zu¢nih
soli nije toliko jako.

Informacije o intenzitetu veze izmedu makrolidnih antibiotika i micela Zu¢nih soli su
kvantifikovane na osnovu merenja difuzionog koeficijenta. Koeficijent difuzije je
proporcionalan faktoru D prema Fikovom zakonu kojim supstanca mase dm difundujuci u
vremenu dt kroz povrsinu dF normalnu na pravac difuzije direktno zavisi od koncentracijskog
gradijenta ¢ doti¢ne supstance prema jednacini: dm = —D grad c dF dt.
Jednacine bazirane na Fikovom zakonu cesto se koriste prilikom modelovanja transportnih
procesa mnogih lekova prilikom in vitro testiranja, za anaizu transpornih procesa unutar
neurona, kao i prilikom testiranja biopolimera i poluprovodnika.
Vrednosti koeficijenta difuzije zavise od sledecih parametara:

e temperature na kojoj se vrsi difuzija

o vrste kristalne strukture resetke rastvaraca

e vrste kristalnih greSaka koje postoje

e Kkoncentracija vrste atoma koja vrsi difuziju
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Pasivna difuzija prema Fikovom zakonu se odvija u smeru gradijenta odnosno od mesta vece
koncentracije ka mestu nize koncentracije do izjedna¢avanja njihovih vrednosti. Ovaj vid
difuzije moZze da se ostvari na dva nacina: transcelularniim putem kroz celije ili
paracelularnim putem izmedu celijskih prostora. Pasivna difuzija kroz ¢elijsku membranu je
odredena pomocu nekoliko faktora kao Sto su: lipofilnost molekula, veli¢ina Cestica,
rastvorljivost kao i1 koncentracija molekula sa suprotne strane ¢elijske membrane.

Odredeni difuzioni koeficijenti makrolidnih antibiotika ukazuju da postoji znacajna razlika u
njihovoj interakciji sa ispitivanim zu¢nim kiselinama. Najvece vrednosti su zabelezene u
pogledu interakcije klaritromicina i azitromicina sa natrijum holatom i natrijum
deoksiholatom (Tabela 4.2.4). Klaritromicin pokazuje vise vrednosti molarnog particionog
koeficijenta prilikom interakcije sa natrijumovom soli holne kiseline dok azitromicin
pokazuje najznacajnije rezultate u pogledu interakcije sa natrijum deoksiholatom. Najnize
vrednosti interakcije svi ispitivani makrolidi su pokazali prilikom merenja ovih vrednosti u
slu¢aju sa natrijum tauroholatom (Grafikon 4.2.3). Nize vrednosti difuzionih koeficijenata su
ostvarene prilikom ispitivanja vezivanja azitromicin aglikona i dekladinozil azitromicina sa
svim ispitivanim zu¢nim solima, §to moZze biti objaSnjeno ¢injenicom da ovi molekuli imaju
vecu polarnost u odnosu na druge ispitane makrolidne antibiotike (Grafikon 4.2.1. 1 Grafikon
4.2.2). Takode, se moze zapaziti i da su vrednosti difuzionog koeficijenta kod dekladinozil
azitromicina oko dva do tri puta vise u odnosu na aglikon pri ¢emu se moze izvesti zakljucak
da je polarnost ovog molekula znatno smanjena uvodenjem samo jedne Secerne komponente
u molekul.U slucaju eritromicina i azahomoeritromicina vrednosti koeficijenta difuzije se
nalaze u opsegu prose¢nih vrednosti $to je i razumljivo kada se uzme u obzir njhova hemijska
struktura i polarnost samog molekula (Grafikon 4.2.5). U odnosu na eritromicin
azahomoeritromicin pokazuje znacajniju interakciju sa Zuénim solima jer je polarnost same
strukture eritromicina smanjena uvodjenjem Secerne komponente. Prilikom izvodenja ovog
eksperimentalnog dela zakljuCeno je na osnovu rezultata da postoji znacajna interakcija
ispitivanih makrolida sa svim zu¢nim kiselinama dok je jacina interakcije kvantifikovana na
osnovu snimljenih DOSY spektara kao mera vrednosti difuzionih parametara.

Micele zu¢nih soli su ispitivane u razli¢itim farmaceutskim formulacijama gde je njihova
funkcija bila da solubilizuju slabo rastvorljive lekove. Sposobnost zuc¢nih soli da postignu
ovaj efekat zavisi pre svega od njihove hidrofobnosti. Zuéne kiseline sa ve¢om hidrofobnom

povrSinom unutar micele imaju vecu sposobnost da prihvate hidrofobne molekule.
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Solubilizacioni kapacitet micelarnog sistema moze biti povecan kroz hemijsku modifikaciju
steroidne strukture zu¢nih kiselina. Druga moguénost za poboljSanje micelarnih sposobnosti
zuénih kiselina je njihovo kombinovanje sa drugim surfaktantima koji poseduju
ovdgovarajuca svojsttva sa ciljem da se nagrade meSane micele koje bi imale najidealnije
karakteristike solubilizatora za Zeljeni lek. Osim toga intermolekulske hidrofilne interakcije
izemedu polarnih grupa unutar mesanih micela odredenih Zu¢nih soli su znacajne po tome §to
dodatno povecéavaju stabilnost ovih binarnih sistema. U farmaceutskoj delatnosti razliciti
nejonski kosurfaktanti su kori§¢eni za poboljSanje svojstava meSanih micela zu¢nih soli kao i

za bolju solubilizaciju slabo rastvorljivih lekova.

5.2. Odredivanje farmakokinetskih parametara odabranih Zu¢nih

kiselina In silico metodama

Danas se dizajniranje lekova zasniva na racionalnom pristupu koji podrazumeva da se na
osnovu predlozenih struktura sa o¢ekivanim terapijskim delovanjem izdvoje one koje daju
zadovoljavaju¢e fizicko-hemijske, farmakokinetske i1 toksikoloSke osobine predvidene in
silico metodama. Ove metode, na osnovu baze eksperimentalno dobijenih podataka za vec
poznate molekule, kvanitifikuju uocene veze izmedu bioloskih osobina potencijalnih lekova i
njihovih strukturnih karakteristika, vrste i prostornog rasporeda atoma od kojih su nacinjeni.
Na taj nacin, znacajne informacije bivaju obezbedene ve¢ tokom rane faze istrazivanja,
pruzaju¢i moguénost ciljane sinteze molekula kandidata za lek ili, pak, izdvajanje vodeceg
molekula iz serije strukturno sli¢nih jedinjenja. Moguce je, takode, in silico predvidanje
veli¢ine promene farmakoloSkog odgovora u zavisnosti od modifikacije strukture
potencijalnog leka bez njegove prethodne sinteze, ¢ime se redukuje broj jedinjenja koji
moraju da budu sintetisani, skra¢uje se vreme pronalaska novog leka, a, istovremeno,

eliminiSu se dodatni testovi bioraspolozivosti na Zivotinjama.

Da bi se sa zadovoljavaju¢om ta¢noS¢u predvidela kompleksna bioloSka svojstva kao $to su
ADME, upotrebljava se viSe razlicitih tehnika. Kombinovanjem dva ili viSe modela za istu
osobinu, ali zasnovanih na razli¢itim principima, dolazi se do validnijih podataka, jer se na
ovaj nacin dobijaju polja sigurnosti za rezultate koji se poklapaju i polja nesigurnosti za
rezultate koji se razlikuju. Osim QSAR tehnike modelovanja koja je Siroko rasprostranjena,

koriste se modeli zasnovani na atomskom pristupu koji uzima u obzir ¢injenicu da je osnova
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mehanizma procesa ADME u strukturi molekula, te na osnovu opstih principa fizike daje

kvantitativna predvidanja svojstva molekula.

Lipofilnost predstavlja jednu od fizicko-hemijskih osobina supstance od koje zavisi prolazak
leka kroz bioloske membrane pasivhom difuzijom, vezivanje za proteine krvne plazme tj.
distribucija leka u organizmu, kao i interakcija leka sa strukturno komplementarnim
receptorima preko kojih ispoljavaju farmakolosko dejstvo. Molekuli vece lipofilnosti se bolje
apsorbuju, bolje prodiru u tkiva i imaju veci stepen raspodele u odnosu na manje lipofilne
molekule sli¢nih osobina. Osim toga, lipofilnost produzava dejstvo lekovitih supstanci i utice
na puteve eliminacije — slabo lipofilni molekuli se dobro elimini$u putem urina, dok veoma
lipofilni Cesto imaju i1 hepati¢ni put eliminacije. U skladu sa tim, lipofilnost predstavlja kljucni
deskriptor zavisnosti bioloske aktivnosti od strukture u QSAR metodama. Ipak, kada je u
pitanju permeacija leka u mozak, sugerisano je da lipofilnost ima manji uticaj u odnosu na
polarnost jedinjenja. Velike vrednosti podeonog koeficijenta ukazuju na lipofilni karakter
ispitivanog jedinjenja, dok male vrednosti podeonog koeficijenta govore da se radi o supstanci
hidrofilnih osobina. Sa porastom lipofilnosti, vrednosti logP se kreéu od negativnih ka
pozitivnim. Supstance ¢ije su vrednosti logP vece od 5, visoko su lipofilne i, sledstveno,

toksicéne.

Prilikom in silico testiranja odabranih jedinjenja zu¢nih kiselina i njihovih rezultata radi
validacije ovog modela korelirane su vrednosti parametara Rm0O koji su eksperimentalno
dobijeni sa vrednostima podeonog koeficijenta koji su izraCunati koriS¢enjem razli¢itih
softverskih paketa. Na osnovu dosadasnjih rezultata, glavni mehanizmi retencije u
hromatografskim uslovima se baziraju na raspodeli izmedu polarne i nepolarne faze (T.
Braumann et al., 1986). Stoga, retenciona konstanta, Rm moze da se posmatra kao logP. Osim
RmO, za izrazavanje hidrofobnosti jedinjenja mogu se koristiti i hidrofobne povrsine b (na
osnovu jedna¢ine Rm = RmO+ b-p, gde je Rm retenciona konstanta, a ¢ udeo organskog
modifikatora), a prema istrazivanjima koji su dobili Cserhatija i saradnici (T. Cserhati et al.,
1993). Izmedu parametra Rm i udela organskog rastvaraca u mobilnoj fazi, postoji linerana
zavisnost. Ekstrapolacijom ove linearne funkcije dobija se odsecak RmO koji odgovara
retenciji rastvorka u Cistoj vodi (0% udeo organskog rastvaraca) i nagib prave b, Koji
reflektuje retenciju rastvorka u organskom rastvaracu pri datim hromatografskim uslovima.
Izmedu retencionih konstanti RmO i b postoji visoko znacajna linearana zavisnost. Izra¢unate

vrednosti za logP i b (Tabela 4.4.2. i Tabela 4.4.3.) korelirane sa eksperimentalnim
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vrednostima pri ¢emu su dobijeni vrlo visoki regresioni koeficijenti (u svim slucajevima
vrednosti r2>0,89). To zna¢i da je formirani matematicki model visoko pouzdan u
predvidanjima vezanim za molekularnu lipofilnost ispitivanih jedinjenja. Na osnovu dobijenih
vrednosti particionog koeficijenta moze da se zakljuci da su ispitivanja jedinjenja umereno
polarna i da ispunjavaju sve zahteve pravila po Lipinskom. Radi daljeg utvrdivanja ADME
karakteristika odabranih zu¢nih kiselina vrednosti ovih parametara su izracunate koris¢enjem
nabrojanih softvera, pri ¢emu su dobijene vrednosti za logBB, HIA%, MDCK, PPB%, SP,
PEjejunum i Vd (Tabela 4.6.1). Volume distribucije Vd ima vrednost manju od 1 I/kg sto
ukazuje da ispitivana jedinjenja nemaju visoku raspodelu u masnom tkivu. Dobijena je
linearna zavisnost volumena distribucije u odnosu na RmO vrednosti, TPSA i Mw, §to i
potvrduje tacnost datih rezultata. Najnizu vrednost volumena distribucije pokazuje TKA $to je
i razumljivo s¢ obzirom na njenu hemijsku strukturu i tri keto grupe u sklopu molekula koje
povecavaju polarnost ovog jedinjenja. Vd ispitivanih jedinjenja imaju vrednosti manje od 11-
kg jer su u pitanju kiseline. U skladu sa ¢injenicom da Vd reflektuje raspodelu leka izmedu
plazme i tkiva, ocekivano je da zavisi od lipofilnosti jedinjenja. Data hipoteza je potvrdena za
ispitivana jedinjenja koreliranjem Vd i sa retencionim parametarima RmO i b, pri ¢emu su

dobijene statisticki znacajne linearne regresije.

Sva ispitivana jedinjena se u visokom procentu vezuju za proteine plazme, na to ukazuju
veoma visoke vrednosti PPB. Kako je za delovanje leka vazna samo slobodna frakcija ovi
rezultati ukazuju da bi u krvi postojao depo ovih molekula. To je znacajno jer vezivanje za
proteine plazme sugerise da kompleksi koje molekuli leka grade predstavljaju jednu vrstu
depoa, iz koje se lek postepeno oslobada kada se njegova koncentracija u plazmi smanji . Iz
tog razloga, PPB posmatramo kao faktor koji je od zna¢aja ne samo za farmakokinetiku, nego
i za farmakodinamiku nekog leka. Budué¢i da je i vezivanje za proteine plazme, raspodela
izmedu polarne faze (krvne plazme koja 90% ¢ini voda), i manje stacionarne faze (proteina),
I Sposobnost vezivanja za proteine plazme moze da zavisi, kod strukuturno sli¢nih jedinjenja,
od lipofilnosti. Kada su u pitanju jedinjenja koja se u pogledu hemijskih struktura dosta
razlikuju, drugi ¢inioci postaju odlucujuci kod vezivanja za proteine plazme. S’ obzirom da su
sva ispitivana jedinjenja zu¢nih kiselina strukturno veoma sli¢na predominantan faktor koji

uti¢e na njihovo vezivanje za proteine plazme je pre svega lipofilnost molekula.

Krvno-mozdana barijera predstavlja veoma kompleksnu barijeru koja regulise razmenu

molekula izmedu krvi i mozga i ima glavnu ulogu u ostvarivanju pravilne funkcije neurona i
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potpornih-glija celija. Hemato-encefalna barijera je specifi¢na, selektivna prepreka koju
formiraju endotelne celije i cerebralni kapilari sa perivaskularnim elementima. Strukturno,
krvno-mozdanu barijeru ¢ini niz specijalizovanih, nefenestriranih, mikrovaskularnih
endotelnih ¢elija koje su medusobno spojene Cvrstim vezama i liSene transcelularnih pora.
Oko ovog kontinuiranog sloja kapilara nalazi se bazalna membrana i sloj pericita koji svojim
produzecima obavijaju kapilare. Duz endotelnih ¢elija mozdanih kapilara pozicionirane su i
perivaskularne Celije za koje je u jednoj studiji pokazano da se ponasaju sli¢cno makrofazima,
jer poseduju sposobnost fagocitoze i prezentacije antigena. Usled toga je moguce da
perivaskularne ¢elije u blizini bazalne lamine endotelnih Celija hematoencefalne barijere
predstavljaju prvu liniju odbrane CNS-a od potencijalno Stetnih ksenobiotika. U ¢vrstom
kontaktu sa spoljasnjom povrSinom mozdanog endotela nalazi se protoplazmatski tip
astrocita. Endotelne ¢elije krvno-mozdane barijere, fenotipski razli¢ite od perifernih, pokazuju
dve karakteristicne osobine: izuzetno mali broj endocitnih vezikula 1 postojanje ¢vrstih veza
izmedu celija, ¢ime se limitira i transcelularni i paracelularni transport. Pri fizioloskim
uslovima endotelne ¢elije imaju sposobnost efikasnog ograni¢avanja ulaska jona, proteina i
drugih polarnih molekula u CNS. Poznato je da In silico modeli preliminarno procenjuju
permeabilnost kandidata za lek kroz krvno-mozdanu barijeru (Cecchelli et al., 2007). Kao
jedna od mogucnosti da se proceni permeabilnost ispitivanog jedinjenja kroz hemato-
encefalnu barijeru je fizicko-hemijska karakterizacija ispitivanih molekula, koja prezentuje
odredene uslove na osnovu kojih se procenjuje njihova sposobnost da prolaze kroz krvno-
mozdanu barijeru. Za prikazane molekule, prema Klarkovom pravilu, se javlja veéi broj
odstupanja, sto sugerise da ispitivana jedinjenja imaju slab prolazak u mozak. Sve supstance
iz grupe odstupaju od preporucenih vrednosti za logD pri pH krvi (7,4) i sva analizirana
jedinjenja imaju negativne vrednosti za logBB $to ukazuje da prolazak kroz krvno-mozdanu
barijeru moZe biti oteZan iako se sama hemato-encefalna barijera smatra prilicno
kompleksnom i nedovoljno dobro istrazenom strukturom do danasnjih dana.

Da bi lekovita supstanca mogla da se aplikuje oralno, potrebno je da poseduje osobine
definisane prema Pravilu Lipinskog. Uoceno je da ispitivana jedinjenja Zucnih kiselina 1
njihovih derivata u pogledu svoje hemijske strukture i fizicko-hemijskih svojstava ispunjavaju
sve zahtevane kriterijume datog pravila, te je dobra apsorpcija nakon per os primene u ovom
slucaju ocekivana. Kada se prica o apsorpciji, neizostavno je definisanje i poznavanje brzine
samog procesa. Brzina prolaska leka kroz membrane zavisi od veli¢ine molekula, od
polarnosti i od lipofilnosti. Najmanje vrednosti HIA oc¢ekivane su dobijena za deoksiholnu,
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henodeoksiholnu 1 ursodeoksiholnu kiselinu, koje kao sadrze isklju¢ivo po dve hidroksilne
grupe koje su pri¢vrs¢ene za steroidno jezgro. Uoceno je, medutim, da sva ispitivana
jedinjenja imaju veoma visoke vrednosti HIA, te da na brzinu apsorpcije Zu¢nih kiselina i
njihovih derivata voluminozno lipofilno jezgro molekula ima dominantan uticaj, dok je uticaj
malih polarnih funkcionalnih grupa zanemarljiv. Da bi se potvrdila zavisnost HIA od
lipofilnosti  analiziranih jedinjenja, izracunate HIA vrednosti korelirane su sa
hromatografskim parametrima Ry i b, Uzimajuéi u obzir i dodatne parametre kao $to su

TPSA 1 Mw, a dobijeni rezultati su prikazani putem Jednacine 4.6.1. 1 Slike 4.6.2.

5.3. Uticaj odabranih deivata Zu¢nih soli na transport eritromicina i

klindamicina u In vivo eksperimentalnim uslovima

Primena Zuc¢nih kiselina u medicini datira jo§ od tridesetih godina dvadesetog veka.
Do sada je dokazano da zucne kiseline poboljSavaju apsorpciju, biorasplozivost i
farmakodinamske karakteistike nekih lekova. Zuéne kiseline formiraju micele koje
povecavaju permeabilnost mukozne membrane. One su takode sposobne da povecaju prolazak
lekova kroz bioloSke membrane putem interakcije sa membranskim proteinima 1 lipidima.
Efekat koji zucne kiseline ostvaruju na ¢elijske membrane moze se uporediti sa efektom koji
izazivaju deterdzenti, stoga se Zu¢ne kiseline i razmatraju kao promoteri lekovitih supstanci
preko intestinalne, transdermalne, bukalne, rektalne, okularne i pulmonalne barijere. Morfin je
tipican opioidni analgetik koji ispoljava svoje delovanje putem interakcje sa sva tri tipa
opioidnih receptora. S obzirom da poseduje tri polarne grupe koje oteZavaju prolazak morfina
kroz KMB Vasovi¢ 1 saradnici su ispitivali uticaj natrijumove soli 12MKH 1 estra 12MKH na
prolazak morfina kroz ovu barijeru. Eksperimentalnim putem je dokazano da metil estar
12MKH produzuje analgetsko delovanje morfina kada se morfin aplikuje i.m. (Vasovi¢ et al.
2014). Takode, tokom poslednje decenije zabelezena su intenzivnija istrazivanja derivata
zucnih kiselina koji u svom sastavu poseduju keto grupe umesto hidroksilne jer ovakva
jedinjenja pokazuju manji membranoliticki potencijal. Prilikom ispitivanja interakcije dva
derivata Zu¢nih kiselina koji u svom molekulu poseduju keto grupe sa molekulom verapamila,
doslo je do konstatacije da u in vitro eksperimentalnim uslovima prikazanog modela ¢elijske
membrane dolazi do stvaranja vodoni¢nih veza molekula verapamila preko hidroksilnih grupa
molekula zucne kiseline 1 da su ove interakcije vazne za transport ovog molekula kroz

bioloske membrane. Tom prilikom je ustanovljeno da 3a,12a-dihidroksi-7-okso-543-
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holanoi¢na kiselina ostvaruje znacajniji uticaj na prolazak verapamila kroz ¢elijske membrane
u in vitro uslovima u odnosu na 3,7,12-triokso-5B-holanoi¢nu kiselinu koja u sklopu svog
molekula ne poseduje ni jednu hidroksilnu grupu. Kako je dokazano da okso derivati Zu¢nih
kiselina pokazuju nizi stepen toksi¢nosti nego primarne i sekundarne zucne kiseline oni danas
predstavlju predmete opseznih ispitivanja kroz interakciju sa pojedinim lekovima (Posa et al.,
2010). U rezultatima istrazivanja prikazanim u ovom radu prilikom i.a. aplikacije eritromicina
zapazeno je da postoji razlika u koncentracijama eritromicina u serumu u zavisnosti od
primenjene soli zu¢ne kiseline. U slucaju primene 12MKH nije uoceno da postoje razlike u
odnosu na aplikaciju samo ¢istog eritromicina, dok u sluc¢aju primene TKA neposredno pre
I.a. primene leka postoji znacajno povisenje vrednosti koncentracija eritromicina u serumu.
Kada je re¢ o intra-venskoj primeni leka i odabranih soli Zu¢nih kiselina zapaZzeno je da nema
znacajnijeg uticaja pojedinih derivata zucnih kiselina na bioraspoloZivost eritromicina i
vrednosti koncentracija ovog antibiotika u serumu. Takode, u slucaju per os primene
eritromicina sa ili bez prisustva pomenutih soli zu¢nih kiselina nije zabeleZzen uticaj
primenjenih derivata na vrednosti eritromicina u uzorcima seruma. Za razliku od eritromicina
u slucaju primene klindamicna i.a. zapazeno je da ovde ispitivane zuéne soli ne uti¢u na
povisenje koncentracija ovog leka u serumu, odnosno koncentracije klindamicina u serumu u
slu¢ajevima bez i uz predhodnu primenu Zué¢nih soli su veoma sli¢nih vrednosti. Prilikom i.v.
primene leka primeceno je da ispitivani derivati zu¢nih soli ostvaruju znacajan uticaj na
vrednosti koncentracija ovog antibiotika u serumu. Ove razlike u koncentracijama izabranih
antibiotika u zavisnosti od nacine primene leka mogu biti objaSnjene razlikama u njihovoj
hemijskoj strukturi 1 molekulskoj masi Sto svakako uti¢e na njihovu distribuciju 1 prolazak
kroz bioloske membrane. U slu¢aju per os primene uocen je izvestn uticaj TKA na vrednosti
klindamicina u serumu, naime doslo je do povecanja koncentracije ovog antibiotika za 64% u

odnosu na vrednost bez primene TKA.

5.4.Uticaj odabranih derivata Zu¢nih soli na vrednosti eritromicina i

klindamicina u moZdanom tkivu, bubrezima i jetri

Krvno-mozdana barijera, kao dinamicka struktura, odrZzava optimalne uslove za
funkcionisanje neurona 1 ¢elija glije tako Sto reguliSe razmenu supstanci izmedu krvi 1 mozga.
Zbog prisustva velikog broja efluksnih transportnih proteina kao $to je P-glikoprotein i multi-

drug resistance protein (MRP), endotel ograni¢ava i transcelularnu permeaciju. Dinamici
86



barijere doprinose i intracelularni i ekstracelularni enzimi kao §to su monoamino oksidaza
(MAO), v-glutamil transpeptidaza (y-GT), alkalna fosfataza, specificne peptidaze,
nukleotidaze i nekoliko citohrom P450 enzima. Endotelne ¢elije mozdanih kapilara su
specificne po tome $to formiraju dodatne ¢vrste veze pomocu transmembranskih proteina, i na
taj nac¢in onemogucuju paracelularni transport supstnci. lako su kapilari ljudskog mozga oko
650 km dugi i imaju ukupnu povrsinu izmedu 10 i 20 m2, tesne veze njihovih endotelnih
¢elija potpuno onemoguéuju prolaz polarnim molekulima, ukoliko za njih ne postoji
specifi¢an nosa¢ u okviru same krvno-mozdane barijere. Na taj nac¢in krvno-mozdana barijera
¢ini primarni sistem zaStite mozga od potencijalno Stetnih ksenobiotika (Pardridge et al.,

1990; Ghersi-Egea et al., 1994; El-Bacha et al., 2002; van de Waterbeemd et al., 1998)

U neonatalnom periodu povisene vrednosti i dugoro¢no izlaganje visokim
koncentracijama nekonjugovanog bilirubina moze da prouzrokuje neuroloske disfunkcije
(Cohen et al., 2010). Iako su mehanizmi koji dovode do bilirubin zavisne neurotoksi¢nosti jo$
uvek nerazjasnjeni, u poslednjih niz godina rezultati upucuju da postoji pomak u razja$njenju
ovog mehanizma (Brites and Brito, 2012). U pogledu korisnih efekata zu¢nih kiselina na
endotelne ¢éelije mozga malo se zna. Ipak, dokazano je da tauroursodeoksiholna kiselina
pokazuje protektivna svojstva protiv amiloid-B-indukovane apoptoze (Viana et al., 2009) i
adheziju leukocita za endotelijum uzrokovanu produktima lipidne peroksidacije
(Vladykovskaya et al., 2012) kao i reparaciju krvnih sudova (Cho et al., 2015). Interesantno je
takode to Sto je dokazano da se Zucne kiseline mogu koristiti kao terapeutski molekuli kod ne
hepati¢kih patoloSkih stanja ukljuCuju¢i tumore, hemoragicne moZdane udare, kod
neurodegenerativnih poremecaja poput amiotrofi¢ne lateralne skleroze, Hantingtonove,

Alchajmerove i Parkinsonove bolesti (Duan et al., 2002).

Prilikom analize uticaja odabranih derivata Zu¢nih soli na prolazak eritromicina i
klindamicina kroz bioloSke membrane uocena je razlika u uticaju ovih derivata na prolazak
ispitivanih antibiotika do pojedinih organa u zavisnosti od njihove hemijske strukture.
Zapazeno je da najveci uticaj ostvaruje TKA na prolazak eritromicina u mozak. Povecanje
vrednosti koncentracije ovog antibiotika je zabelezeno u svim kompartmanima mozga, a
najizrazenije vrednosti su uocene prilikom analize leve hemisfere §to je bilo 1 ocekivano s
obzirom da razlike u koncentraciji mogu biti posledica metodologije davanja leka i
regionalnih karakteristika krvnih sudova kod hemato-encefalne barijere (Vasovi¢, 1998; 1lic,

1993). Studije sprovedene na Katedri za farmakologiju, toksikologiju i klini¢ku farmakologiju
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tokom 2012. godine govore u prilog uticaja zu¢nih kiselina na propustljivost krvno-mozdane
barijere. Tom prilikom je ispitivan uticaj koji deoksiholna kiselina ostvaruje na prolazak
gliklazida kroz ¢elijske membrane i kakav uticaj ima ispitivana zucna kiselina na regulaciju
nivoa glukoze u krvi eksperimentalnih Zivotinja. Zabelezeno je da deoksiholna kiselina
snizava nivo Secera kako kod dijabeti¢nih tako i kod zdravh Zivotinja, takode pokazuje i
znaajnu ulogu na promenu permeabilnosti krvno-mozdane barijere za gliklazid, Sto je od
posebnog interesa za izucavanje dijabetesa. Prilikom i.v. primene eritromicina zabeleZen je
uticaj obe Zucne soli na propustljivost hemato-encefalne barijere i vrednosti koncentracija
eritromicina u mozdanom tkivu. U vezi sa tim uoc¢eno je da 12MKH u ovom slu¢aju ostvaruje
veéi uticaj na propustljivost krvno-mozdane barijere, a povecanje koncentracija ovog
antibiotika zabelezeno je u svim kompartmanima mozga, dok prilikom analize ova dva
derivata zucnih soli na permeabilnost eritromicina u delove mozga znacajniji uticaj nije
zabeleZen. Analiza uticaja 12MKH i TKA na prolazak klindamicina u delove mozga je takode
izvrSena pri cemu je dobijena direktna potvda uticaja ispitivanih zu¢nih soli na propustljivost
hemato-encefalne barijere kako u slucaju i.a. primene gde su zabeleZene povisene vrednosti
ovog antibiotika u svim delovima mozga kako pod uticajem 12MKH tako i pod uticajem
TKA. U slucaju i.v. primene dobijene su takode, povisene vrednosti klindamicina u svim
kompartmanima mozga u slu¢aju oba derivata, a naro¢ito u slucaju primene soli 12MKH. Kod
per os primene leka uocen je uticaj oba derivata Zzucne soli na distribuciju ovog antibiotika u
mozak ,ali je primeceno da 12MKH ostvaruje ve¢i uticaj naroCito na koncentracije ovog
antibiotika u levoj 1 desnoj hemisferi.U slucajevima analize uticaja pomenuth derivata Zu¢nih
soli na distribuciju ova dva antibiotika u tkivo bubrega i jetre zabelezeni su slede¢i rezultati:
kod i.a. aplikacije eritromicina zabelezeno je da kod Zivotinja kojima je davan 12MKH
derivat u tkivu bubrega postoji povisenje koncentracije eritromicina u odnosu na primenu bez
zucne soli kao i kada je primenjena TKA dok kod i.v. primene pomenutog makrolidnog
antibiotika nije zabelezena promena koncentracije eritromicina u tkivu bubrega. Prilikom per
0s primene eritromicina zabelezen je uticaj TKA na distribuciju ovog antibiotika u tkivo
bubrega. U tkivu jetre nisu zabeleZene znacajne promene koncentracije ovog makrolida u
zavisnosti od primene zuc¢ne soli dok su vrednosti koncentracije ovog makrolida poviSene u

tkivu jetre nakon i.v. primene leka uz istovremenu primenu TKA.

Ovakava zapaZanja i rezultati su u skladu sa sadaS$njim istraZivanjima koja govore u

prilog tome da hidrofilne Zu¢ne kiseline poseduju neuroprotektivna svojstva i znacajno uticu
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na prokrvljenost krvnih sudova mozga, takode pokazuju i antioksidativni, antiimflatorni i

antiapoptoti¢ni potencijal §to je potvrdeno nedavnim studijama (Cho et al., 2015.).
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6. ZAKLJUCCI

e Na osnovu rezultata rada mozemo da zakljuimo da se retencioni parametri
RY% i b, dobijeni primenom NP-TLC, usled visoko znacajne linearne
korelacije sa logP vrednostima, mogu Kkoristiti kao alternativna mera
lipofilnosti ispitivanih jedinjenja.

e Imajudi u vidu da sve analizirane supstance ispunjavaju kriterijume definisane
Pravilom Lipinskog, o¢ekuje se da ¢e se one dobro apsorbovati. Visoke
vrednosti HIA% ukazuju na visok stepen apsorpcije ispitivanih jedinjenja u
gastrointestinalnom traktu.

e Statisticki zna¢ajni parametri regresija izmedu retencionih konstanti Ry i b i
volumena distribucije, V;, ukazuju da navedeni farmakokinetski deskriptor
upravo proporcionalno zavisi od lipofilnosti ispitivanih supstanci

e ZakljucCeno je, takode, da je afinitet vezivanja leka za proteine plazme, PPB u
direktnoj vezi sa lipofilnosti jedinjenja ukoliko su ona strukturno sli¢na

e Na osnovu dobijenih rezultata uofeno je da postoji snazna interakcija
ispitivanih makrolidnih antibiotika sa micelama natriju/ tauroholata, natrijum
holata i natrijum deoksiholata.

e Kod veoma ¢vrstog vezivanja antibiotika za micele Zu¢nih soli difuzioni
koeficijen De ima vrednost veoma blisku Dmic

e Od ispitivanih makrolidnih antibiotika azitromicin i Kklaritromicin se
najintenzivnije vezuju za zucne soli

e U ovom radu je zakljuCeno da intraarteijska primena leka u a. carotis
communis dextra moze da posluzi kao metoda za praceneje prolaska lekova
kroz krvno-mozdanu barijeru.

e Razlike u koncentracijama dva primenjena antibiotika u pojedinim delovima
mozga ukazuje na postojanje dva kompartmana u mozgu. Jedan kompartman
¢ine mozdano stablo i mali mozak dok drugi kompartman ¢ine leva i desna

mozdana hemisfera.
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Koncentracije eritromicina i klindamicina u mozgu i pojedinm njegovim
delovima zavise od naCina primene leka, njegove hemijske strukture i
primenjene soli zu¢ne kiseline

Zapazeno je da oba ispitivana derivata zucne soli uti¢u na prolazak eritromcina
1 klindamicina u mozdano tkivo, tkivo bubrega i jetre.

U slucaju i.a. primene eritromicina uo¢eno je da TKA uti¢e na poviSenje
vrednosti eritromicina u Kkrvi kao i u pojedinim delovima mozga dok je u
slu¢aju i.v. primene leka registrovan uticaj oba derivata Zu¢nih soli na
povisenje vrednosti koncentracije eritromicina u mozdanom tkivu.

Prilikom analize uticaja primenjivanih derivata zZu¢nih kiselina na vrednosti
klindamicina u pojedinim kompartmanima mozga zabeleZena je znacajna uloga
12MKH i1 TKA na poviSenje koncentracije ovog antibiotika u mozdanom tkivu
prilikom i.a. ,i.v. i per os primene klindamicina.

Uoceno je da 12MKH derivat Zu¢ne soli najviSe doprinosi povecanju vrednosti

nivoa klindamicina u mozgu kod i.v. i per os primene leka
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