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IZVESTAJ

1. Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija diplomiranog farmaceuta MaRjopow, pod nazivom ,Uticaj
surfaktanata na protokke ravnoteze i izomerizaciju ACE inhibitora“ namsaje na 156

strana, kucanog teksta formata A4, fontbimes New Romarveli¢ine 12 i proredom 1,5.



Sastoji se od sleddn poglavlja: 1. Uvod, 2. Cilj rada, 3. Eksperimaini deo, 4. Rezultati i
diskusija, 5. Zakljgak, 6. Literatura, 7. Prilog i 8. Biografija.

Na paetku doktorske disertacije prikazan je rezime meslesm i engleskom jeziku.
Disertacija sadrzi 50 slika, 26 tabela, 235 citinditeraturnih navoda.

Poglavlje Uvod sastoji se od pet potpoglavlja u kojima su prikezénemijske
strukture, jonizujdi centri i diastereoizomerija devet inhibitora astgnzin konvertujéeg
enzima (ACE) (kaptopril, cilazapril, enalapril, fospril, lizinopril, perindopril, ramipril,
kvinapril, zofenopril). Objasnjen je zt& poznavanja Ig, vrednosti lekova. Prikazana su
dosadasnja ispitivanja izomerizacije lekova sa ips&bm peptidnom vezom primenom
reverzno fazne tme hromatografije pod visokim pritiskomRéversed Phase High
Performance Liquid ChromatographyyP-HPLC). Istaknut je zdaj ispitivanja fizEéko-
hemijskih osobina lekova u micelarnim rastvorimafaktanata. Predstavljen je pregled
metoda molekulskog modeliranja koje se primenj@uspitivanje fizéko-hemijskih osobina
farmakoloSki aktivnih supstanci.

U poglavljuCilj rada, navedeni su ciljevi ove doktorske disertacijeredivanje K,
vrednosti devet ACE inhibitora, bez i u prisustwurfgktanata raztitog naelektrisanja,
ispitivanje uticaja surfaktanata na ravnoteZzu gddjsiee izomerizacije ACE inhibitora sa
prolinskom peptidnom vezom, teorijsko ispitivanjdrbfobnosti Z)- i (E)-diastereoizomera
primenomDensity functional theoryDFT).

U poglavlju Eksperimentalni degq navedena je korgna oprema, hemikalije i
kompjuterski programi. Opisani su postupci potemetrijskog odréivanja K, vrednosti,
ispitivanja uticaja surfaktanata na izomerizacijGERinhibitora primenom RP-HPLC, kao i
optimizacija strukture parova diastereoizomeraaciznavanje molekulskih deskriptora.

U Poglavlju Rezultati i diskusija prikazani su rezultati ispitivanjprotolitickih
ravnoteza i izomerizacije ACE inhibitora dobijemzbi u prisustvu surfaktanata, procenjen je
uticaj micela na protolitke ravnoteze i izomerizaciju ispitanih ACE inhib@o i
pretpostavljene su interakcije ovih jedinjenja daatama. Uporéene su vrednos@onnolly
Solvent-Excluded VolumgSEV) deskriptora 4)- i (E)-izomera enalaprila i ramiprila i
ustanovljeno slaganje teorijske studije sa ekspErtainim podacima.

U poglavlju Zaklju ¢ak navedeni su zakljici koji su izvedeni na osnovu dobijenih
rezultata i njihove interpretacije.

PoglavljeLiteratura sadrzi 235 bibliografskih navoda.

U poglavljuPrilog prikazane su tabele sa eksperimentalnim podacimécigdobijeni u

Hyperquad programu, hromatogrami i strukture oowanih jedinjenja.



2. Opis postignutih rezultata

U ovoj doktorskoj disertaciji su proane protolittke ravnoteze i (2)/(E)-
izomerizacija ACE inhibitora u micelarnim rastvoarsurfaktanata razitog naelektrisanja,
anjonskog (natrijum-dodecilsulfat, SDS), katjonsKogtiltrimetilamonijum-bromid, CTAB)

i nejonskog (4-oktilfenolpolietoksilat, TX 100). ACinhibitori su lekovi koji inhibiraju
angiotenzin konvertujii enzim i koriste se u terapiji hipertenzijegame insuficijencije i
dijabetcke defropatije. Zajedtka strukturna karakteristika ispitanin ACE inhib@oje
prisustvo amidske i slobodne karboksilne grupe.bKksilna grupa u jonizovanom obliku
ostvaruje interakciju sa protonovanom amino gru@wginina u katalittkom centru enzima.

U molekulima ACE inhibitora, pored karboksilne pitise su i druge jonizue grupe
sulfhidrilna, primarna i sekundarna amino grupaodlprisustva vé&g broja jonizujtih
grupa, u vodenoj sredini ACE inhibitoréestvuju u slozenim pH-zavisnim ravnotezama koje
se kvantitativno mogu okarakterisatKp vrednostima. Pored toga, ACE inhibitori sa
prolinskom peptidnom vezom, koja ispoljava detiam karakter dvostruke veze, podlezu

(2)/(E)-diastereoizomeriji.

U prvom delu doktorske disertacije ispitan je uticaj micelarraistvora surfaktanata,
kao pojednostavljenih sistema biomembrana, na ltiéte ravnoteZze devet ACE inhibitora
(kaptopril, cilazapril, enalapril, fosinopril, lizopril, perindopril, ramipril, kvinapril,
zofenopril). S obzirom na prisutne jonizégugrupe, ispitivani ACE inhibitori predstavljaju
kiseline ili amfolite. Fosinopril i zofenopril sadk po jedan kiseli centar — karboksilnu grupu.
Kaptopril sadrzi dva kisela centra, karboksilnwiflsidridnu grupu. Enalapril, perindopril,
cilazapril, kvinapril i ramipril, sa jednim kiselinkarboksilna grupa) i jednim baznim
centrom (sekundarna amino grupa) predstavljaju Befd.izinopril je slozen amfolit sa
cetiri jonizujuta centra, dve karboksilne grupe i dve amino grygenm@rna i sekundarna).
pKa vrednosti ispitivanih ACE inhibitora odtene su potenciometrijski, bez i u prisustvu
surfaktanata. Oddevanja su izvedena na temperaturi 25°C i konstgnamskoj sili rastvora
0,1 M (NaCl). Koncentracija surfaktanata €1®1) bila je zn&ajno iznad kritine micelarne
koncentracije Critical Micellar Concentration, cm¢ tako da se uticaj drugih supstanci
prisutnin u rastvoru na cmc mogao zanemariti. Zaadb eksperimentalno dobijenih
podataka u potenciometrijskim titracijama koées je kompjuterski program Hyperquad.
Metoda potenciometriske titracije uz kompjuterskodgsku, omogéila je evaluaciju



preklopljenih kiselinsko-baznih ravnoteza, Sto je Bluaj kod veéine ispitivanih ACE
inhibitora. Pored toga, primenom Hyperquad progrémia je moguée odreivanje Ka
vrednosti u slozenim sistemima, kada je u rastymrsutno viSe supstanci koje mogu da
jonzuju (enalapril-maleat i perindopril-erbumin)oa male rastvorljivosti u vodi, jedino za
fosinopril nije bilo mogde odrediti K, vrednost u ¢isto* vodenom rastvoru. Zbog toga su
prakticne Kz* vrednosti fosinoprila oddene u smeSama metanola i vode, &&ply odnosa,

i ekstrapolacijom na 0% metanola dobijena je vretinkoja odgovara ¢jsto” vodenoj
sredini. Odrdivanje K, vrednosti fosinoprila u prisustvu surfaktanatajeeno je na isti
n&in kao i za ostala jedinjenja, jer su surfaktardlubiliziraju¢im efektom obezbedili
dovoljnu rastvorljivost fosinoprila.

Bez prisustva surfaktanata dobijeni€,rednosti karboksilne grupe iznosile su od
1,43 do 4,72, a sekundarne amino grupe od 5,4Q02Mb Rajvée K, vrednosti 10,90 i 9,99
dobijene su za primarnu amino grupu lizinoprilanosho sulfhidrilnu grupu kaptoprila.

Na osnovu vrednosti odtenih u prisustvu surfaktanata gemo je da dolazi do
promene B, vrednosti (od -1,59 do +1,90). Nagepromene ¥, vrednosti priméene su u
slwéaju karboksilne grupe (od -0,92 do +1,90), dok ¢t psimenjenih surfaktanata, SDS
najizrazenije uticao na promenlvrednosti (od -0,38 do +1,90). Dobijeni rezultatijasno
ukazali da micelarni rastvori sva tri primenjenafaktanta zn&jno uttu na pomeranje
protolitickih ravnoteza ACE inhibitora. Na o0snovu smera p@mg@ ravnoteza,
pretpostavljeni su tipovi interakcija sa micelam&aje su ukljgeni jonizuji centri ACE
inhibitora.

Polazéi od cinjenice da je bioraspolozivost leka u direktnojrdaciji sa
distribucijom ravnoteznih formi, na osnovu odigaih K, vrednosti izrdunati su dijagrami
raspodele ravnoteznih oblika ispitaninh ACE inhikatai funkciji pH. Pored toga, iztanat je
i procenat ravnoteznih oblika ACE inhibitora piH prrednostima od biofarmaceutskog
zn&aja: 1,2 (pH kisele sredine Zeluca); 4,5 i 6,8 (pkazlcitim delovima tankog creva); 7,4

(pH krvne plazme).

U drugom delu doktorske disertacije ispitan je uticaj micelarralstvora surfaktanata
na ravnotezu 4)/(E)-izomerizacije pet ACE inhibitora sa prolinskomppdnom vezom
(kaptopril, enalapril, lizinopril, perindopril, rapril). Ispitivanja su izvedena primenom RP-
HPLC. Optimizovani su hromatografski uslovi za negdnje diastereoizomera nakon
uspostavljanja ravnoteze, Wwisto® vodenim rastvorima i rastvorima koji su sarz

surfaktanate u koncentraciji T0. Kod izbora optimalnih uslova razdvajanja izomeodilo



se r&una o mogdoj interkonverziji diastereoizomera u kolaine bi se narusSilo ravnotezno
stanje uspostavljeno neposredno pre injektovan@aka u kolonu. Na osnovu ftko-
hemijskih osobina ispitivanih jedinjenja i karakstika prolinske peptidne veze, izabrani su
eksperimentalni uslovi u kojima se pdaga energetska barijera rotacije: temperatura 18°C
(snizenjem temperature, u odnosu na sobnu, uspeeavderkonverzija), pH 7 mobilne faze
(prolinska peptidna veza ima izrazeniji karakteostvuke veze i oteZzava rotaciju). Dodatni
uslov koji je uzet u obzir kod izbora sastava mubifaze (fosfatni pufer — acetonitril) i
brzine protoka bio je da surfaktanti imaju égaretenciono vreme od diastereocizomera. Na
ovaj n&in je izbegnut njihov eventualni uticaj na razdvggadiastereoizomera i omoggna
poredljivost rezultata dobijenih hromatografskonalaaom rastvora, sa i bez surfaktanata.
Rezultati ispitivanja uticaja surfaktanata na izazeeiju ACE inhibitora pokazali su da je
(2)/(E)-ravnoteza enalaprila, ramiprila i perindoprila aZgno pomerena u prisustvu
anjonskog surfakta (SDS) i katjonskog surfaktai@@AB). Najmaniji uticaj na ravnotezu
izomerizacije ispitanih ACE inhibitora ispoljile smnicele nejonskog surfaktanta (TX 100).
Identifikacija pikova diasteroizomera izvrSena ja psnovu vremenski zavisnih
hromatograma ispitivanin ACE inhibitora. RastvorCRE inhibitora su analizirani odmah
nakon rastvaranja u vodi (prisutan sardpdiastereoizomer), a zatim u intervalima od 2 do 6
minuta. Pikéija se povrSina smanjivala tokom vremena @¢enaje kao Z)-diastereoizomer.
Na osnovu toga izveden je zakiak da krée retenciono vreme imaji)-izomeri kaptoprila,
enalaprila i perindoprila, iZ)-izomeri lizinoprila i ramiprila. Zakljéeno je da je redosled
pojavljivanja pikova u hromatogramima uslovljenliieam u lipofilnosti 2)- i (E)-izomera.
Diastereoizomer \é@ hidrofobne povrsSine ispoljava izrazeniju lipofist i ostvaruje snaznije
interakcije sa stacionarnom fazom, zldega se duze zadrzava u koloni. Kako je lipofilnost
jedan od kljgnih parametara koji definiSe ne samo farmakokiketi ponaSanje \ei
inhibitornu aktivnost ACE inhibitora, ovakvi podagiogu posluZziti i za podenje njihovih
afiniteta jer, na osnovu literaturnih podataka, gsd#)-izomer ispoljava farmakoloski efekat

usled stereoselektivne interakcije sa enzimom.

Da bi se objasnile razlike u redosledu hromatogoafseluiranja izomera strukturno
slicnih jedinjenja enalaprila i ramiprilapy treéem delu radaizvedena je teorijska analiza
hidrofobnosti Z)- i (E)-diastereoizomera. Geometrijska optimizacija pardq®)- i (E)-
diastereoizomera izvrSena je primenom B3LYP/6-3d(®)(u okviru DFT metode, porbo
Gaussian09 programa, a zatim su molekulski deskriptorimaovanih struktura izaunati

primenom ChemBio3D Ultra 13.0 i Dragon programajzNaiajniji rezultati dobijeni su za



SEV deskriptorgime je potvideno potpuno suprotno hromatografsko ponasanje @ilala
ramiprila. Rezultati teorijske studije slazu seekaperimentalno dobijenim rezultatima, jer su
vece vrednosti SEV deskriptora, koje ukazuju na stabijerakcije sa stacionarnom fazom,
dobijene zaZ£)-diastereoizomer ramiprila Ej-diasterecizomer enalaprila. Zakigno je da
postoji zn&ajna razlika u hidrofobnoj povrSini izride diastereocizomera, na osnovu koje je

mogue razdvajanje u hromatografskom sistemu.

3. Uporedna analiza rezultata doktorske disertacijesa podacima iz literature

Na osnovu pregleda literature moze se zakljagla su ovo prva praiavanja uticaja
surfaktanata na protokikih ravnoteze i£)/(E)-izomerizaciju ACE inhibitora. Nova saznanja
u ovoj oblasti od sustinskog su 2ag za procenu ponasanja ove grupe lekova u leosist
Na ponaSanje lekova u fizioloSkim uslovima moguatiidrugi molekuli prisutni u telesnim
tecnostima i na povrsinéelijskih membrana. Obzirom da su bioloSke membekstremno
sloZzene strukture, za préavanje jonizacije lekova i sloZenih interakcija regeptorima i
enzimskim sistemima, micelarni rastvori surfaktandtoriste se kao pojednostavljeni
simulirajui sistemi biolokih membrarta.

U literaturi postoje podaci oKy vrednostima ACE inhibitora koji se odnose na
»Cisto" vodenu sredinu, dobijeni uglavnom teorijgkiimenom kompjuterskih programa. Od
devet ispitivanih jedinjenja u ovoj disertaciji,nsa za tri jedinjenja (kaptopril, enalapril,
lizinopril) u dostupnoj literaturi postoje podac eksperimentalno odtene (K,vrednost®
Uocava se dobro slaganje za konstante dehie u ovoj disertaciji sa eksperimentalno
odrelenim vrednostima iz literature, dok neSto manjegahge postoji sa vwnom K,
vrednosti izraunatih primenom kompjuterskih programa. Izrazitslaganje utava se za
pKa vrednosti karboksilne grupe kaptoprila i sekundaamino grupe cilazaprila (razlikedee
od 1 K - jedinice) odréene u ovoj disertaciji i literaturnih podataka taraatih primenom
kompjuterskog programa. Prototite ravnoteze zofenoprila su prvi put ptauane u okviru
ove disertacije.

U literaturi postoje podaci o préavanju kinetike Z)/(E)-izomerizacije enalaprila u
rastvoru primenom RP-HPL€i kapilarne elektroforez¥. Ispitan je uticaj temperature, pH,
joske sile, polarnosti mobilne faze na ravnotedurierizacije enalaprila. Kod perindoprifa,
lizinoprila™® i ramiprila™ ispitivan je uticaj hromatografskih parametaranfperatura, brzina
protoka, pH, organski modifikatori) na izomerizacyj HPLC koloni. Definisani su uslovi za

razdvajanje diasteroizomera, kao i eluaciju u ablidinstvenog pika, u cilju poboljSanja



tacnosti odrdivanja. U okviru ove disertacije postignuto je reagnje &)- i (E)-
diastereoizomera ACE inhibitora sa prolinskom pepim vezom (enalapril, lizinopril,
perindopril, ramipril i kaptopril). Dodatno se mbrarazmotriti i prisustvo surfaktanata u
rastvorima, odnosno bilo je potrebno definisatimptne uslove za razdvajanje izomera tek
nakon eluiranja surfaktanata iz kolone. Na ova@mg izbegnut njihov eventualni uticaj na
razdvajanje diastereocizomera | omégoa je poredljivost rezultata dobijenih
hromatografskom analizom rastvora, sa i bez suafedtt.

Vrednosti eksperimentalno dobijenih parametara kojisuju fizEko-hemijske
osobine lekova, sve viSe se pdiyju primenom metoda molekulskog modeliranja. U ovoj
disertaciji prvi put su objasSnjene razlike u reedsl eluiranja diastereocizomera na osnovu
teorijske analize hidrofobnostiZ)- i (E)-izomera. Kao najzrEajniji medu izraunatim
parametrima izdvojen je SEY¥ molekulski deskriptor. Vrednosti ovog parametraZaju
informacije o lipofilno/hidrofilnim i geometrijskimosobinama molekula, na osnovu kojih je
objasnjena razlita hidrofobna povrSina, kao i potpuno suprotnonimatografsko ponasanje

diasteroizomera strukturno &tih jedinjenja, enalaprila i ramiprila.
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5. Obrazlozenje naknog doprinosa doktorske disertacije

pKa vrednost predstavija ztajan parametar u figdko-hemijskoj karakterizaciji
farmakoloSki aktivne supstance i od sustinskogna&aa za procenu njenog ponasaina
vitro i in vivo. Poznavanje i, lekova je od znsmja za analitke postupke, ali i za
istrazivanja u farmaceutskoj industriji i razvojzil@nih farmaceutskih oblika. Jonizacija
zn&ajno utte na apsorpciju lekova, distribuciju u rék organe, biotransformaciju i
kinetiku enzimskih reakcija, kao i eliminacije izganizma. S obzirom na veliki zt& pKa
vrednosti, Amekika Agencija za hranu i lekovd-¢god and Drug AdministratignFDA),
zahteva poznavanjeKp vrednosti novih, ali i w& dostupnih lekova. Fizko-hemijski
parametri koji definiSu ponaSanje jedinjenja disto” vodenom rastvoru od z&gja su za
analiticke i tehnoloSke postupke, ali nisu dovoljni za e ponasanja lekova u fizioloSkim
uslovima koji su ekstremno slozeni. Néekivane procese jonizacije ili izomerizacije lekova
u biosredini, mogu uticati i drugi molekuli prisutn telesnim té&nostima i na povrSini
¢elijskih membrana. Ne postoji jedinstven modelijskih membrana koji u potpunosti
odrazava svu njihovu sloZenost. &é&m, kao pojednostavljeni sistemi, koji ispunjayvaj
osnovne funkcije biomembrana, koriste se micelaastvori surfaktanataPored efekta
solubilizacije, micele mogu imati uticaj na jonigad izomerizaciju jedinjenja u rastvoru.

U ovoj doktorskoj disertaciji prvi put je ispitaicaj micelarnog rastvora surfaktanata

na protolittke ravnoteZe i4)/(E)-izomerizaciju ACE inhibitora. Ispitivanja su izdena na



setu od devet jedinjenja. Odene su K, vrednosti u ¢isto* vodenoj sredini i u prisustvu
surfaktanata razlitog naelektriosanja (katjonski, anjonski i nejosRezultati pokazuju da
surfaktanati najviSe util na jonizacija karboksilne grupe, a upravo ovgagru jonizovanom
obliku je neophodna za inhibiciju ACE enzima. Nanmal promene g, vrednosti
pretpostavljeni su mogu tipovi interakcija ACE inhibitora sa micelama lig#og
naelektrisanja. Rezultati préavanja u ovoj disertaciji pokazuju da micelarnitvas
surfaktanata bitno utii i na ravnotezud)/(E)-izomerizacije ACE inhibitora sa prolinskom
peptidnom vezom. Dobijeni podaci od Zagm su za dalja préavanja farmakoloskog i
farmakokinettkog ponasanja ACE inhibitora, n&im ako se uzme u obzir da jo$S uvek nije
poznato da li postoji stereoselektivnost u inteljalga hepatinom esterazom. Rezultati
teorijske analize hidrofobnostZ)- i (E)-diastereocizomera objasSnjavaju razlike u ponasanju
diasteroizomera i mogu doprinetim daljim QSAR sjatia ove grupe lekova.

Rad u kome je publikovan deo rezultata ove disgeté@opovi¢ M.R., Popovi¢ G.V.,
Agbaba D.D. The effects of anionic, cationic, andnionic surfactants on acid—base
equilibria of ACE inhibitorsJ. Chem. Eng. Dat2013,58, 2567-2573) do sada je citiran
cetiri puta:

1. Helal F., Lane M.E.. Transdermal delivery of angiain converting enzyme inhibitors.
Eur. J. Pharm. Biopharn2014,88, 1-7. (M21)

2. Udrescu L., Sbarcea L., FuliaA., Lede i I., Vlase G., Barvinschi P., Kurunczi L.
Physicochemical analysis and molecular modelinth@ffosinoprilB-cyclodextrin
inclusion complexJ. Spectrosc2014. doi.org/10.1155/2014/748468 (M23)

3. Schonherr D., Wollatz U., Haznar-Garbacz D., k¢ad., Box K.J., Taylor R., Weitschies
W. Characterisation of selected active agents daggupK, values, solubility
concentrations and pH profiles by SiriusE8wr. J. Pharm. Biopharn2015,92, 155-170.

(M21)

4. Varghese B., Al-Busafi S.N., Suliman F.O., AlRdy S.M. Synthesis, spectroscopic
characterization and photophysics of a novel envirentally sensitive dye 3-naphthyl-1-
phenyl-5-(4-carboxyphenyl)-2-pyrazoling.Lumin.2015,159, 9-16. (M21)
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6. Zakljucak i predlog komisije

Na osnovu svega obrazloZzenog, moze se zakljda je disertacija uena prema
svim principima savremenog nawog istrazivanja i da prikazani rezultati predgggul
zn&ajan i originalan natni doprinos za oblast Farmaceutska medicinska laensirukturna
analiza.

Rezultati su publikovani u dva radatasopisima od m#narodnog znsja, od toga
jedan rad u vrhunskom menarodnom casopisu (M21) i jedan rad u istaknutom
medunarodnom¢asopisu (M22), kao i u vidu dva saopStenja n@unarodnim skupovima
Stampanih u izvodu (M34) i jednog usmenog izlaga@jakupu nacionalnog ztega (M62).

Komisija u navedom sastavu pozitivno ocenjuje daiko disertaciju diplomiranog
farmaceuta Marije Popavii predlaze Nastavno-n&mwom ve&u Farmaceutskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu da prihvati ovaj lzveStajputi Veeu nawnih oblasti medicinskih
nauka, radi dobijanja saglasnosti za javnu odbdaktiorske disertacije pod nazivom:

» Uticaj surfaktanata na protoliti ¢ke ravnoteze i izomerizaciju ACE inhibitora*

Komisija za ocenu i odbranu zavrSdaktorske disertacije
kaddia dipl. farm. Marije Popovi
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